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RESUMO

Virios testes existem para medir comportamentos relacionados a
ansiedade em roedores de laboratério. Entretanto, a interpretacido dos
pardmetros e o entendimento dos comportamentos observados nestes
testes ainda ndo sdo satisfatérios. Para uma avaliacdo mais completa do
perfil emocional dos animais € interessante utilizar diferentes testes e
medidas comportamentais. Porém, o mesmo animal ndo pode ser testado
ao mesmo tempo em diferentes testes comportamentais. Para tentar
resolver esta questdo, foi proposto o teste triplo, que integra trés testes
comportamentais, o campo aberto (CA), o labirinto em cruz elevado
(LCE), e a caixa branca/preta (CBP). No presente trabalho foi verificado
o efeito do tratamento agudo com os ansioliticos benzodiazepinicos
midazolam (MDZ 0,187, 0,375 e 0,75 mg/kg) e clordiazep6xido (CDZ
0,5, 5 e 10 mg/kg), e com o ansiogénico pentilenotetrazol (PTZ 10 e 20
mg/kg) no teste triplo. Ainda foi avaliado o efeito da administragdo
aguda de clordiazepdéxido (CDZ 0,5, 5 e 10 mg/kg) no CA e na CBP
individualmente e o efeito da administracdo repetida de CDZ (10
mg/kg) em trés protocolos: teste/reteste, quatro dias de exposi¢do
repetida e vinte dias de exposi¢do repetida ao teste triplo. Nossos
resultados demonstraram que o teste triplo prové indices relacionados a
ansiedade, pois responde aos tratamentos com MDZ, CDZ e PTZ. A
auséncia de one trial tolerance, neste paradigma, o torna sensivel
também ao tratamento cronico com CDZ. Estes dados apontam o teste
triplo como uma ferramenta promissora na avaliacdio de drogas
ansioliticas administradas de forma aguda e cronica. O efeito ansiolitico
do CDZ, demonstrado através do aumento na exploracdo das dreas
aversivas do LCE pelos animais tratados, também em exposi¢cdes
repetidas, sugere a presenca de uma nova situagdo de conflito
motivacional no teste triplo, o que também apdia a hipétese de
ocorréncia de uma aprendizagem aversiva e/ou de uma mudanca no
estado emocional do animal no fendmeno de one trial tolerance. A
auséncia de efeito do MDZ e do CDZ no CA e na CBP, individualmente
e no teste triplo, indicam que, nas nossas condi¢des experimentais, 0s
testes comportamentais (CA, LCE, CBP) avaliam diferentes
caracteristicas emocionais ou ainda, que o CA e a CBP ndo sao
consistentemente sensiveis aos BDZs em ratos.
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ABSTRACT

There are several behavioral tests to assess anxiety-related behaviors in
rodents. However, the interpretation and understanding of the observed
behaviors are still unsatisfactory. For a more complete evaluation of an
animals emotional profile, it is interesting to use different tasks and
behavioral measures. However, the same animal cannot be treated at
same time in different behavioral test. To address this issue, we
proposed the triple test, an apparatus which integrates three behavioral
anxiety tests: the open field (OF), the elevated plus maze (EPM) and the
black/white box (BWB). The aim of the study was to evaluate the effect
of acute treatment with the benzodiazepines midazolam (MDZ 0.187,
0.375 e 0.75 mg/kg) and chlordiazepoxide (CDZ 0.5, 5 e 10 mg/kg) and
with pentylenetetrazole (PTZ 10 e 20 mg/kg) in Wistar rats. After that,
we evaluated the effect of acute administration of CDZ (0.5, 5 e 10
mg/kg) in the OF and BWB and the effect of repeated administration of
CDZ (10 mg/kg) in three protocols: test/retest, four days of repeated
exposition and twenty days of repeated exposition to the triple test. The
main results showed that the triple test provides indices that are related
to anxiety, because the MDZ, CDZ and PTZ treatments were effective.
The absence of one- trial tolerance shows that the triple test is sensible
to chronic treatment with CDZ. This data suggests that the triple test is a
promising tool to evaluate acute and chronic treatments with anxiolytic
drugs. The CDZ anxiolytic effect shown by the increase in the EPM
aversive areas exploration, also in repeated testing, suggests the
presence of a new situation of motivational conflict in the triple test,
supporting the hypothesis of an aversive learning and/or a change in
emotional status of animal during the one trial tolerance phenomenon.
The absence of MDZ and CDZ effect in the OF and BWB, individually
and in the triple test, indicates that, in our experimental conditions, the
behavioral tests (OF, EPM and BWB) assess different emotional
characteristics or that the OF and BWB are not sensitive to BDZs in
rats.

Key-words: anxiety, elevated plus maze, open field, black/white box,
one trial tolerance, rats.
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1. INTRODUCAO
1.1 Ansiedade

A ansiedade é uma emocdo onde a combinagcdo de reagdes
somdticas, cognitivas e comportamentais se manifestam como um
mecanismo adaptativo de sobrevivéncia (HOHOFF, 2009). Pode ser
também definida como um estado cognitivo ou preparacdo
comportamental que um organismo mobiliza em resposta a uma ameaca
potencial ou futura (LEONARDO e HEN, 2008). Portanto, a ansiedade faz
parte do espectro normal das experiéncias humanas (ANDRADE e
GORENSTEIN, 1998) e divide-se, segundo alguns autores, em duas
formas: ansiedade traco, que é uma caracteristica permanente no
individuo; e ansiedade estado, que € tempordria e, portanto, acontece em
determinado momento no tempo (LISTER, 1990). Esta visdo dicotdmica,
no entanto, tem sido criticada, ja que um individuo nao pode ser ansioso
sempre, pois suas emog¢des flutuam ao longo do tempo; porém, ele pode
ser ansioso mais freqiientemente do que outros (RAMOS ¢ MORMEDE,
1998; RAMOS, 2008). De acordo com esta visdo, para medir os tracos de
ansiedade, teriamos que avaliar quio freqiientemente (ou intensamente)
um individuo experimenta estados ansiosos (RAMOS, 2008).

As reagdes de ansiedade em mamiferos, incluindo os seres
humanos, sdo mediadas por estruturas encefdlicas como amigdala,
hipocampo, cértex cingulado, hipotdlamo, e vdérias dreas do tronco
cerebral (GORDON e HEN, 2004). Tais reagdes envolvem a participacao
de alguns neurotransmissores, entre os quais destacam-se o dcido Y-
amino-butirico (GABA), a serotonina, o glutamato, canabindides e
neuropeptideos (CANTERAS e BLANCHARD, 2008).

Sob certas circunstincias, a ansiedade normal pode dar lugar a
respostas excessivas e inadequadas, prevalecendo uma personalidade
ansiosa ou, até mesmo, um transtorno de ansiedade (HOHOFF, 2009).
Neste caso, a ansiedade é considerada patoldgica, representando um
processo de ma adaptacdo e prejudicando a capacidade do organismo de
responder de forma adequada a seu ambiente (LEONARDO e HEN, 2008).
Segundo o DSM-IV-TR™ (2002) os transtornos de ansiedade se
classificam em transtorno de panico com e sem agorafobia, agorafobia,
fobia especifica, fobia social, transtorno obsessivo-compulsivo,
transtorno de estresse pOds-traumadtico, transtorno de estresse agudo,
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade devido a



uma condi¢do médica geral ou induzido por uma substincia, ou ainda,
sem outra especificagdo.

Os transtornos de ansiedade apresentam alta prevaléncia e estdo
associados a elevados niveis de morbidade e mortalidade (LEONARDO e
HEN, 2008). Também estdo entre os mais estudados transtornos
psiquidtricos em seres humanos (LIPKIND et al, 2004). Sdo comuns tanto
em criancas quanto em adultos, com prevaléncia estimada na vida de
9% e 15%, respectivamente (CASTILLO er al, 2000). Estima-se que cerca
de 17% dos brasileiros sdo afetados ao menos uma vez durante a vida
por algum transtorno de ansiedade (WHO, 2000). Devido a grande
prevaléncia dos transtornos de ansiedade nos seres humanos, grandes
esforcos tém sido direcionados para a compreensao das bases bioldgicas
dessas doengas (GERLAI, BLANCHARD E BLANCHARD, 2006). Desta
forma, os testes comportamentais representam uma ferramenta
importante para ajudar nesta compreensao.

1.2 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais representam uma valiosa ferramenta
para investigar os fendmenos envolvidos na ansiedade e nos seus
transtornos. Como a estrutura geral do cérebro dos mamiferos ¢é
semelhante em vdrias espécies (GERLAL, BLANCHARD E BLANCHARD,
2006), ocorre uma notavel similaridade entre elas a nivel anatémico,
fisiolégico, comportamental, bioquimico e molecular (LEONARDO e
HEN, 2008; HOHOFF, 2009), o que permite supor que algumas das
caracteristicas neurobioldgicas dos mecanismos subjacentes a ansiedade
estejam evolutivamente conservados (GERLAI, BLANCHARD E
BLANCHARD, 2006). Porém, estas semelhancas ndo permitem sugerir
que o roedor apresenta ansiedade patoldgica, pois este transtorno é
tipicamente humano. Apesar disso, seres humanos normais e roedores
de laboratdrio apresentam reagdes autondmicas e comportamentais de
defesa que sdo relativamente semelhantes diante de uma ameaca
potencial (BLANCHARD et al, 2008; HOHOFF, 2009). A partir destas
semelhangas, a investigacdo pré-clinica em animais tem sido
fundamental para nossa compreensdo atual da ansiedade, delineando os
mecanismos neurais e psicofarmacolégicos envolvidos na resposta
defensiva a ameaca (GRILLON, 2008). Segundo Bourin et al. (2007),
podem haver trés formas de validade em um modelo animal: (a)
validade de aparéncia (face validity), que implica que a resposta



comportamental observada no modelo animal seja semelhante a resposta
fisiol6gica e comportamental observada nos seres humanos; (b) validade
preditiva (predictive validity), que implica que o modelo animal
apresente sensibilidade a agentes farmacolégicos clinicamente eficazes;
(c) validade de construcdo (construct validity), que implica que os
fatores comportamentais e bioldgicos observados no modelo apresentem
a mesma origem da etiologia da doenga em humanos. Portanto, para que
um teste possa ser considerado um modelo comportamental de
ansiedade, ele deve permitir a mensuragdio de respostas
quantitativas/qualitativas em animais que, ndo apenas devem ser
andlogas a condi¢do clinica humana, em forma e origem etiolégica, mas
também devem responder a aplicacdo de drogas
ansioliticas/ansiogénicas no mesmo sentido em que estas drogas atuam
em humanos (FILE, 1987).

Muitos modelos animais tém sido desenvolvidos com base na sua
sensibilidade aos compostos benzodiazepinicos (BDZs) (HASCOET,
BOURIN ¢ DHONNCHADHA, 2001). Os BDZs sdo drogas de primeira
linha para o tratamento dos transtornos de ansiedade (BALDWIN e
GARNER, 2008). Entretanto, sdo mais eficazes para o transtorno de
ansiedade generalizada, quando comparados a outros transtornos de
ansiedade (FILE, GONZALEZ e GALLANT, 1999). Eles sdo considerados
relativamente seguros para os seres humanos (ZHANG e CARNNEY,
2008) e ja demonstraram esta seguranga também nos testes com animais
(CRAWLEY, 1981; PELLOW er al, 1985). Esta classe de drogas age ao se
ligar a um sitio especifico no complexo receptor GABA 4, aumentando a
neurotransmissao de GABA (FIDECKA e PIROGOWICZ, 2002), o
principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC)
(RANG, DALE e RITTER, 2001). Conseqiientemente, eles provocam uma
alteracdo conformacional no receptor que aumenta a freqii€ncia de
abertura do seu canal ClI" (NICOLL, MALENKA e KAUER, 1990). Esses
fatores levam aos efeitos mais proeminentes dos BDZs, que incluem,
sedacdo, diminuicio da ansiedade, hipnose ou atividade
anticonvulsivante (FIDECKA e PIROGOWICZ, 2002).

Os testes comportamentais foram desenvolvidos para facilitar a
descoberta dos genes e das vias neurobioldgicas envolvidas nos
comportamentos relacionados a ansiedade, bem como, para a triagem de
potenciais agentes terapéuticos (RODGERS, 1997; LIPKIND er al, 2004).
Existem dois tipos de testes comportamentais, aqueles baseados em
respostas condicionadas, que envolvem aprendizagem e memdria e,



algumas vezes, eventos dolorosos (ex: choque elétrico); e aqueles
baseados em respostas incondicionadas, que incluem paradigmas
etologicos e que envolvem reagdes espontdneas ou naturais do animal a
estimulos ameacadores (GORDON e HEN, 2004; BOURIN et al, 2007). Os
modelos condicionados, envolvendo estimulos fisicos nocivos, tém sido
freqiientemente criticados (para revisio ver RAMOS e MORMEDE, 1998).
Ja os modelos incondicionados, sdo amplamente utilizados, devido a
facilidade de construgdo, baixo custo e quantificacdo simples e rapida
das medidas comportamentais (WALSH e\CUMMINS, 1976; LISTER,
1990; CHAOULOFF, DURAND e MORMEDE, 1997; CAROBREZ e
BERTOGLIO, 2005). Dentre estes modelos podemos citar o campo aberto
(CA), o labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa branca e preta (CBP),
que foram utilizados no presente estudo e estdo descritos sucintamente
abaixo. Revisdes aprofundadas podem ser encontradas em Walsh e
Cummins (1976), Prut e Belzung (2003), Bourin e Hascoét (2003),
Carobrez e Bertoglio (2005).

1.2.1 Campo Aberto (CA)

Desde a sua introduc@o, em 1934, por Calvin Hall, o teste do CA
atingiu o status de um dos aparatos mais utilizados em psicologia animal
(HALL, 1934; WALSH e CUMMINS, 1976). O aparato consiste de uma
arena cercada por paredes, impedindo a fuga do animal, e com o chéo
marcado por linhas que permitem quantificar a locomog¢do, onde o
animal é colocado e pode explorar o aparato livremente por uma certa
quantidade de tempo. Diferentes versdes do CA estdo descritas na
literatura, diferenciando-se entre si no que diz respeito a forma (circular,
quadrado ou retangular), iluminag@o (iluminagdo acima do aparato ou
abaixo, neste dltimo caso, o aparato é transparente), cor e material
(WALSH e CUMMINS, 1976; LISTER, 1990; PRUT e BELZUNG, 2003).
Adicionalmente, o CA tem sido utilizado em indmeras espécies, desde
ratos e camundongos até porcos, ovelhas, coelhos, primatas, abelhas e
lagostas (PRUT e BELZUNG, 2003).

A época, Hall utilizou a defecago de ratos no CA como indice de
emocionalidade (HALL, 1934). Posteriormente, outros estudos com o CA
incluiram outras medidas comportamentais como: locomog¢ao, mic¢ao,
congelamento (freezing), auto- limpeza (groomming), exploracio de pé
(rearing), vocaliza¢do, entre outras (ARCHER, 1973; WALSH e
CUMMINS, 1976). Atualmente, o CA ¢é utilizado para medir



comportamentos relacionados a ansiedade (HALL, 1934; PRUT e
BELZUNG, 2003; LIPKIND er al, 2004; LITVIN et al, 2008), a atividade
locomotora e a sedacdo (PRUT e BELZUNG, 2003), as reacdes de
novidade e memoria (ENNACEUR et al, 2006), além de ser um dos testes
mais utilizados na pesquisa de camundongos geneticamente modificados
(LIPKIND et al, 2004).

A utilizacdo do CA para medir comportamentos relacionados a
ansiedade pode envolver a distingio do aparato em drea central e
periférica. A drea central € desprovida de paredes, enquanto que a drea
periférica € adjacente as paredes do aparato. Normalmente, os roedores
s80 mais ativos e permanecem mais tempo na periferia do aparato em
comparacdo com a drea central, principalmente na primeira sessio
(VALLE, 1970). Isto ocorre porque a locomocao junto a parede permite a
realizacdo de tigmotaxia (VALLE, 1970; PRUT e BELZUNG, 2003),
entendida como uma reacdo de defesa natural, na qual os roedores
passam suas vibrissas sobre superficies verticais, dando a sensacdo de
menor exposicdo, e, portanto, de estarem protegidos de um eventual
ataque por predador (BARNETT, 1975; TREIT, MENARD e ROYAN,
1993). Neste sentido, a locomo¢do na periferia do aparato tem uma
conotacdo exploratdria, enquanto que a locomog¢do no centro tem uma
conotagdo emocional, um comportamento frente a uma situacio
aversiva. O aumento na locomogdo e no tempo gasto na drea central ou
a diminuicdo da laténcia para entrar na drea central do CA sdo
indicadores de diminuicdo da ansiedade (PRUT e BELZUNG, 2003).
Drogas ansioliticas tendem a aumentar a locomoc¢do e o tempo de
permanéncia na drea central do CA, enquanto drogas ansiogé€nicas
apresentam o resultado contrario (GENTSCH, LICHTSTEINER e FEER,
1987). Apesar destas medidas comportamentais que envolvem
aproximacdo e esquiva da drea central, contribuirem para a distin¢do de
uma locomogdo geral de uma locomogdo com maior componente
emocional, nem sempre sdo consideradas em estudos de emocionalidade
(RAMOS e MORMEDE, 1998).

1.2.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE foi desenvolvido por Handley e Mithani no ano de 1984,
baseado no trabalho inicial de Montgomery (1955) sobre a relagdo entre

medo induzido pela novidade e comportamento exploratdrio
(MONTGOMERY, 1955; HANDLEY e MITHANI, 1984; ROY et al, 2009).



Posteriormente, o teste foi validado em ratos por Pellow e colaboradores
em 1985, através do uso de abordagens comportamentais, fisiologicas e
farmacolégicas (PELLOW et al, 1985). Em 1987, foi validado também em
camundongos por Lister (LISTER, 1987; LISTER, 1990). Constitui um dos
testes comportamentais de ansiedade mais populares na atualidade
(RODGERS e SHEPHERD, 1993; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005),
representando o teste de primeira escolha para o monitoramento de
drogas ansioliticas (RAMOS, 2008).

O aparato consiste de quatro bracos elevados do chdo, dispostos
em cruz, dois bracos opostos sdo fechados e, os outros dois, também
opostos, sdo abertos. Possui em sua intersec¢do, uma plataforma central
que d4 acesso a qualquer um dos quatro bracos, na qual o animal é
colocado no inicio da sess@o de teste. Permite medir comportamentos
relacionados a ansiedade baseado na aversdo natural de roedores a
espagos abertos, levando a um conflito entre permanecer nos bracos
fechados (parte segura e protegida) e explorar os bragos abertos (parte
aversiva e desprotegida) (MONTGOMERY, 1955; FILE, 1995; GOMES e
NUNES-DE-SOUZA, 2009, ROY et al, 2009). O LCE ¢ sensivel
principalmente a drogas que atuam nos sistemas
benzodiazepinico/GABAérgico  (RODGERS, 1997; CAROBREZ,
TEIXEIRA e GRAEFF, 2001; LITVIN et al, 2008), sendo consideradas
ansioliticas aquelas drogas capazes de aumentar a atividade nos bragos
abertos e ansiogénicas aquelas que reduzem essa atividade (CAROBREZ
e BERTOGLIO, 2005). Neste sentido, tornou-se um dos testes mais
confidveis para investigar e medir comportamentos relacionados a
ansiedade em laboratério (ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e BRANDAO,
2008). Além de ser utilizado na triagem de potenciais agentes
terapéuticos, o LCE contribui para a compreensio das bases bioldgicas
envolvidas nos processos emocionais e tem sido usado para definir as
regides cerebrais envolvidas nos processo de medo e ansiedade
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005).

1.2.3 Caixa Branca e Preta (CBP)

A CBP, também conhecida como teste de transicdo claro/escuro,
foi desenvolvida por Crawley e Goodwin em 1980 (CRAWLEY e
GOODWIN, 1980). Consiste de uma pequena caixa com dois
compartimentos conectados, um branco fortemente iluminado e outro
preto com baixa iluminacdo (vermelha). Ao iniciar a sess@o de teste o



animal é colocado no compartimento branco e pode explorar livremente
os dois compartimentos. O nimero de transicdes realizadas por
camundongos entre os dois compartimentos (claro/escuro) foi utilizado
como um indice de ansiedade (CRAWLEY e GOODWIN, 1980).
Posteriormente, Crawley demonstrou em seus experimentos que alguns
compostos  benzodiazepinicos aumentavam 0  comportamento
exploratério de camundongos na CBP (CRAWLEY, 1981). Neste sentido,
o aparato é baseado na aversdo natural de roedores a dreas iluminadas e
no seu comportamento exploratério espontdneo em resposta a
estressores leves, como a luz e o ambiente novo (BOURIN e HASCOET,
2003; TAKAO e MIYAKAWA, 2006).

Costall e colaboradores modificaram o teste original e mediram
atividade locomotora e exploracdo de pé (rearing) no compartimento
claro e no compartimento escuro da, CBP (COSTALL 1987). Um perfil
ansiolitico foi definido, baseado no efeito dos BDZs diazepam (DZ) e
triazolam (TZ), como um aumento no rearing e na atividade locomotora
no compartimento claro, com a concomitante diminuicdo destas medidas
no compartimento escuro (COSTALL, 1987; LISTER, 1990). Dados da
literatura sugerem que o tempo gasto na drea clara e a atividade
comportamental, como locomogdo e rearing, podem ser medidas mais
uteis do potencial ansiolitico de um componente do que as transi¢des
(HASCOET, BOURIN e DHONNCHADHA, 2001), sendo estas
consideradas um bom indice para atividade exploratéria enquanto o
tempo gasto em cada compartimento, considerado um reflexo da
aversdo proporcionada por eles (BOURIN e HASCOET, 2003).

1.3 Limitagoes dos Testes Comportamentais

Apesar dos modelos comportamentais descritos acima
apresentarem uma crescente popularidade, pesquisadores concordam
que ndo hd um modelo animal de ansiedade ideal (RAMOS, 2008),
devido a algumas limitagdes significativas que eles apresentam
(ANDREATTINI e BACELLAR, 2000). Primeiramente, os testes
comportamentais existentes geralmente ndo conseguem reproduzir os
diversos transtornos de ansiedade (KALUEFF, WHEATON e MURPHY,
2007). Assim, constitui um desafio para os cientistas, desenvolver testes
animais que melhor reflitam os diferentes transtornos de ansiedade
reconhecidos clinicamente (FILE, GONZALEZ e GALLANT, 1999). Como
estes testes incondicionados (CA, LCE e CBP) evocam a exploragio de



um ambiente novo, o efeito comportamental do tratamento
farmacolégico ou fisioldgico, pode ser contaminado por seus efeitos
intrinsecos na atividade locomotora (CHAOULOFF, DURAND e
MORMEDE, 1997). Desta forma, alguns tratamentos farmacolégicos
podem causar mudangas na atividade locomotora por um mecanismo
que ndo envolva mudangas na ansiedade (LISTER, 1990), como acontece
com os BDZs, por exemplo, que apresentam para doses elevadas,
relaxamento muscular e/ou sedagdo que confundem seus -efeitos
ansioliticos em testes incondicionados (CHAOULOFF, DURAND e
MORMEDE, 1997).

Por um certo tempo, o principal critério de validacio de um
modelo animal era a sua sensibilidade a compostos BDZs e muitos dos
modelos existentes sdo pouco sensiveis a outros compostos ndo BDZs
(HASCOET, BOURIN e DHONNCHADHA, 2001), o que representa um
problema para a detec¢do de novos agentes terapéuticos, sendo este um
dos motivos pelos quais os testes foram desenvolvidos. Além disso,
muitas das inconsisténcias encontradas nos resultados apresentados com
estes testes comportamentais sdo resultantes da €nfase dada somente
para a questdo farmacoldgica e ndo para o perfil comportamental do
animal. A adog¢do de uma avaliagdo etoldgica juntamente com a
farmacoldgica € vantajosa, pois aumenta a validade de aparéncia e de
constru¢do do teste comportamental, facilita as conclusdes sobre a
especificidade do comportamento, permite comparacdes refinadas
dentro e entre classes de drogas e refor¢a a sensibilidade a acdo da droga
(RODGERS et al, 1997, CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005).

Como estes modelos sdo baseados em comportamentos
espontaneos ou etoldgicos, sofrem forte influéncia de mudancas
ambientais e metodoldgicas, e de procedimentos de manipulagdo e
experimentais ndo genéticos e ndo farmacoldgicos (LISTER, 1990;
RODGERS, 1997; BOURIN e HASCOET, 2003; KALUEFF, WHEATON e
MURPHY, 2007). Assim, manipulacdes deliberadas ou acidentais de
fatores ndo genéticos e ndo farmacoldgicos podem influenciar
dramaticamente os resultados nos testes, alterando inclusive o efeito de
drogas (HOGG, 1996). Diferencas presentes no grau de severidade de
estressores  externos (condicdes de alojamento dos animais,
procedimentos de manipulacdo durante o teste) poderiam explicar as
variacdes nos resultados apresentados por diferentes laboratdrios, pois o
estresse afeta a atividade locomotora e diferentes tipos de estressores
podem afetar a resposta comportamental (SANCHEZ, 1997). Por



exemplo, diferencas marcantes na intensidade de luz entre os
compartimentos branco e preto (700 lux/7 lux) da CBP reduzem o
nimero de entradas de camundongos no compartimento branco,
prejudicando o efeito ansiolitico do DZ e do CDZ (CHAOULOFF,
DURAND e MORMEDE, 1997).

Alguns destes fatores podem contribuir para resultados falso-
positivos, bem como para varia¢cdes nos resultados experimentais entre
diferentes laboratérios e até no mesmo laboratério (HASCOET, BOURIN
e DHONNCHADHA, 2001; BOURIN e HASCOET, 2003; KALUEFF,
WHEATON e MURPHY, 2007). Portanto, é preciso ter cautela antes da
generalizacdo de resultados experimentais e realizar uma andlise mais
abrangente dos testes comportamentais incondicionados, para obter
informa¢des mais detalhadas sobre os diferentes aspectos do
comportamento animal, permitindo a interpretacio mais confidvel dos
resultados (LIPKIND et al, 2004).

1.4 Fenomeno de “One Trial Tolerance”

Estudos realizados com o LCE mostram que a experiéncia
anterior no teste altera as respostas comportamentais e farmacoldgicas
em exposicdes subseqiientes (FILE, 1990; LISTER, 1990; HOLMES et al,
2001). Segundo Rodgers, Lee e Shepherd (1992), o teste no LCE altera a
natureza da reacdo relacionada a ansiedade de roedores no reteste. Além
disso, a experiéncia prévia com ou sem droga no LCE reduz, ou mesmo
suprime, a eficdcia dos ansioliticos BDZs a partir da segunda exposicdo
ao aparato. A este fendmeno denomina-se one trial tolerance (OTT)
(FILE, 1990; FILE e ZANGROSSI JR, 1993; HOLMES e RODGERS, 1998;
CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005; ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e
BRANDAO, 2008). Dados da literatura mostram OTT também com
outros compostos, como barbitdricos, etanol, MK 801 entre outros (para
revisio ver CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005) € com outros testes
comportamentais como a CBP (HOLMES e al, 2001), a esquiva ao odor
de gato (MCGREGOR e DIELENBERG, 1999) e o four-plate (HASCOET,
BOURIN e COUETOUX DU TERTRE, 1997). O fendmeno de OTT parece
ocorrer independente do estado farmacoldégico no teste, do intervalo
entre os testes e do material com o qual o labirinto € construido (FILE,
1990; RODGERS e SHEPHERD, 1993).

Algumas hipéteses t€m sido propostas para explicar a ocorréncia
de OTT, entre as quais destacam-se a sensibilizacdo do medo
(RODGERS e SHEPHERD, 1993), a mudanga qualitativa no estado
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emocional (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; FILE et al, 1993; HOLMES e
RODGERS, 1998; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2000), a habituagdo
locomotora (DAWSON er al, 1994), o estado alterado do sitio de ligacdo
BDZs (FILE et al, 1992) e a reducdo do conflito na reexposicio
(RODGERS ¢ SHEPHERD, 1993). A sensibilizacdo do medo se refere a
um aumento da esquiva aos bragos abertos, ou uma redugio da atividade
nos bragos abertos, durante o reteste, refletindo uma mudanca
quantitativa e/ ou qualitativa do comportamento no LCE (VARGAS, DA
CUNHA e ANDREATINI, 2006). De fato, a analise minuto a minuto do
perfil comportamental no LCE mostra uma progressiva esquiva dos
bragos abertos a partir do segundo minuto de teste, que permanece
durante todo o reteste, bem como, em exposi¢cdes subseqiientes
(HOLMES e RODGERS, 1998; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2002).

Segundo o estudo realizado por Rodgers et al. (1995), no primeiro
minuto de teste no LCE os ratos realizam altos niveis de avaliagdo de
risco, objetivando obter informacdes do ambiente. No entanto, a partir
do segundo minuto, demonstram uma preferéncia pelos bragos fechados
acompanhada de alta atividade, como rearing, groomming € retornos
aos bragos fechados (returns). Este perfil sugere uma aprendizagem
espacial rdpida, seguida de uma esquiva das dreas potencialmente
perigosas do labirinto (RODGERS et al, 1995). Postula-se que a mudanca
qualitativa no estado emocional se trata de uma mudanga na resposta
aversiva, ou seja, de uma resposta de medo incondicionada no teste para
um medo fébico (ou uma resposta de medo aprendida, ou ainda, esquiva
aprendida) no reteste (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; BERTOGLIO e
CAROBREZ 2000; VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006). Tal
medo fébico seria resultante do espaco aberto e da altura presentes nos
bracos abertos do LCE (FILE e ZANGROSSI JR, 1993). Desta forma, a
experiéncia prévia no LCE, ao invés de induzir a tolerancia ao efeito
ansiolitico dos BDZs, induz uma fobia (FILE e ZANGROSSI JR, 1993;
RODGERS e SHEPHERD, 1993), contra a qual os BDZs sdo relativamente
ineficazes (MARKS, 1987). File er al. (1990) sugeriram que a experiéncia
nos bragos abertos é o fator crucial para a esquiva dos bragos abertos,
enquanto Holmes e Rodgers (1999) e Roy et al. (2009) enfatizam a
experiéncia prévia nos bragos fechados. J4 Bertoglio e Carobrez (2000)
sugeriram que a existéncia de dois ambientes com diferentes niveis de
aversdo (bracos abertos e bracos fechados) é o fator chave para o
processo de esquiva aprendida no teste.
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A hipétese de habituacio propde que a ineficdcia dos BDZs ¢é
resultante de uma habituacido da atividade locomotora entre as sessdes
de teste (DAWSON et al, 1994). Entretanto, dados da literatura mostram a
ocorréncia de OTT sem uma habituacido da atividade locomotora, que
pode ser demonstrada através de uma manutencdo ou aumento das
entradas nos bracos fechados do LCE entre as sessdes de teste
(RODGERS et al, 1995). Outra hipétese sugere que a experiéncia prévia
no aparato pode induzir uma altera¢do funcional no sitio de ligacdo do
complexo receptor GABA/BDZ, tornando-o insensivel a modulagao
alostérica de drogas (BERTOGLIO ¢ CAROBREZ, 2003). Finalmente, o
que leva o animal a explorar o ambiente novo € a existéncia de um
conflito aproximacdo/esquiva, ou seja, aproximar pela motivacdo em
explorar e esquivar (ou evitar) pelo medo do novo (OHL, 2003). A
experiéncia prévia no LCE reduz a motivacdo em explorar os bragos
abertos e, mesmo apds a administracdo de uma droga ansiolitica, ndo ha
um aumento na motivacdo em explorar o familiar braco aberto, nio
apresentando, portanto, efeito ansiolitico no reteste (CAROBREZ e
BERTOGLIO, 2005). A presenca do conflito aproximagdo/esquiva no
teste permite que o aparato tenha alta sensibilidade aos efeitos
ansioliticos dos BDZs, enquanto no reteste, o conhecimento do perigo
inerente aos bracos abertos faz com que os animais deixem de explora-
los (ALBRECHET-SOUZA et al, 2007).

Roedores continuam a exibir uma resposta comportamental de
exploracdo dos bracos abertos no reteste, ou seja, auséncia de OTT, nos
seguintes casos: 1) administragdo de uma dose amnésica de CDZ (75
mg/kg) (FILE et al, 1990), escopolamina (BERTOGLIO ¢ CAROBREZ,
2004) ou propanolol antes do teste (STERN, CAROBREZ ¢ BERTOGLIO,
2008); 2) duracdo da sessdo de teste/ reteste aumentada para 10 min
(FILE et al, 1993); 3) duracdo da sessdo de teste reduzida para um 1
minuto (DAL-COL et al, 2003); 4) introducdo de um novo conflito
motivacional (estimulos aversivos associados aos bragos fechados: luz e
vento quente) (PEREIRA er al, 1999); 5) inativagdo tempordria com
lidocaina da amigdala basolateral apds o teste (FILE, GONZALEZ e
CALLANT, 1998) ou do hipotdlamo dorsomedial, substincia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SCPd) e hipocampo dorsal antes do reteste
(FILE, GONZALEZ e CALLANT, 1999; BERTOGLIO et al, 2005;
BERTOGLIO, JOCA e GUIMARAES, 2006). Estes dltimos trabalhos sdo
interpretados como um prejuizo na consolidagdo (amigdala) e
recuperacdo (hipotdlamo, hipocampo dorsal e SCPd) da informacio
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adquirida durante o teste (VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006).
Por outro lado, a administracdo sist€mica de anfetamina e PTZ pés-teste
aumenta a retencdo da memoria e facilita o desenvolvimento de OTT
(VARGAS, DA CUNHA e ANDREATINI, 2006). O efeito da administragio
de doses amnésicas de CDZ, escopolamina e propanolol, juntamente
com a inativagdo tempordria das estruturas encefélicas citadas acima e a
administracdo sist€émica de anfetamina e PTZ, sugerem que a
aprendizagem e a memoéria tem um papel importante no
desenvolvimento de OTT. Esta hip6tese ndo exclui as outras citadas
acima, mas complementa algumas delas.

1.5 Propostas para Minimizar as Limitacoes dos Testes
Comportamentais

Alguns pesquisadores concordam que nenhum dos testes
comportamentais fornece uma medida pura e incontestivel da
reatividade emocional e que cada teste, individualmente, avalia apenas
uma fracdo do perfil emocional dos animais (RAMOS, 2008; RAMOS et
al, 2008). Neste sentido, baterias de testes comportamentais tém sido
amplamente utilizadas com o intuito de melhor se compreender o perfil
emocional dos animais experimentais (RAMOS et al, 1997). No entanto,
dados da literatura sugerem que os testes comportamentais sdo sensiveis
aos efeitos da experiéncia no teste anterior (PAYLOR er al, 2006).
Adicionalmente, alguns pesquisadores fazem uso de determinadas
estratégias, como: (1) a andlise de mais parametros etolégicos, como 0s
comportamentos de avaliacdo de risco (stretched-attend posture, closed-
arm returns, peeping out, flat-back approach, entre outros) (HOLMES e
RODGERS; 1998; SILVA e BRANDAO, 1999; HOLMES et al, 2001;
ALBRECHET-SOUZA et al, 2007, ALBRECHET-SOUZA, BORELLI e
BRANDAO, 2008) que aumentam a utilidade e a sensibilidade do modelo
(SILVA e BRANDAO, 1999); (2) o monitoramento da concentragdo de
corticosterona plasmadtica, que aparece aumentada no organismo do
animal ap6s a exposi¢do a um estimulo estressante (PELLOW et al, 1985;
ALBRECHET-SOUZA et al, 2007) e (3) a proposi¢do de novos modelos
comportamentais e/ou reestruturacdo dos modelos existentes. Como
exemplo podemos citar: o Labirinto em T Elevado (ZANGROSSI JR e
GRAEFF, 1997), plus-maze discriminative avoidance task (SILVA e
FRUSSA-FILHO, 2000), Suok test (KALUEFF er al, 2008) e versdes
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modificadas do CA (POGORELOV, LANTHORN e SAVELIEVA, 2007;
LAMPREIA et al, 2008) e do LCE (ROY er al, 2009).

Neste sentido, Ramos et al. (2008) propuseram a combinac¢io
fisica dos trés testes comportamentais mais utilizados na avaliacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade/emocionalidade (CA, LCE e
CBP), denominando-o de “teste triplo”. Este novo paradigma ndo € a
simples soma de testes individuais, pois, durante o periodo no qual o
animal € testado, ele tem livre acesso a cada um dos trés
compartimentos, que sdo naquele momento inéditos a ele (RAMOS,
2008). O teste triplo se propde a aumentar nossa compreensao a respeito
destes testes populares e melhorar a interpretacdo dos dados
comportamentais observados nos mesmos. No presente trabalho
apresentamos os experimentos farmacoldgicos realizados no teste triplo.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da ampla utilizagdo do CA, do LCE e da CBP tanto para o
estudo dos comportamentos relacionados a ansiedade em animais
quanto para triagem de potenciais agentes terap€uticos, a compreensao
das respostas comportamentais apresentadas pelos roedores nestes testes
ndo é satisfatéria, persistindo muitas dividas sobre o que estes testes
medem exatamente. Para solucionar estas questdes e obter uma
avaliacdo mais completa da resposta emocional dos animais, muitos
pesquisadores utilizam baterias de testes. Porém, estas podem ocasionar
alguns problemas, pois 0 mesmo animal ndo pode ser testado a0 mesmo
tempo em diferentes testes comportamentais. Por outro lado, a
experiéncia no teste anterior pode influenciar a resposta comportamental
no teste seguinte e o estado emocional do animal pode variar ao longo
do tempo.

Para tentar resolver estes problemas, foi proposta a integracio
fisica de trés testes comportamentais de ansiedade (CA, LCE e CBP), o
qual denominamos teste triplo. Experimentos pilotos realizados em
nosso laboratério com o teste triplo mostraram que: (1) os ratos
colocados no centro do CA no inicio da sessdo de teste apresentaram
altos niveis de exploragdo geral em todo o teste triplo; (2) um periodo de
teste de 15 min € o suficiente para que os ratos explorem todos os trés
aparatos do teste triplo; (3) as linhagens isogénicas LEW e SHR,
conhecidas por apresentarem altos e baixos perfis emocionais
relacionados a ansiedade no CA, no LCE e na CBP, também diferem de
maneira consistente em todas as medidas relacionadas a ansiedade no
teste triplo e (4) uma andlise de componentes principais sugere que 0s
tr€s testes usados em combinacdo avaliam as mesmas dimensdes
comportamentais bdsicas, como aquelas que sdo avaliadas pelos testes
individualmente. Baseados nestes dados, este trabalho foi realizado para
verificar os efeitos de trés drogas moduladoras de ansiedade
(midazolam, clordiazepdxido e pentilenotetrazol) no teste triplo, bem
como a possibilidade de se usar o novo teste de forma repetida.

As hipéteses iniciais deste trabalho foram: 1) os diferentes testes
comportamentais aqui utilizados apresentam significados psicolégicos
diferentes; 2) a combinacdo fisica de trés testes (CA, LCE e CBP)
permite avaliar diferentes aspectos da emocionalidade simultaneamente,
evitando os efeitos da experiéncia prévia, das manipulagdes e intervalos
entre os testes; 3) o novo modelo integrado, por ser mais complexo, é
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capaz de responder ao tratamento agudo e cronico de compostos
ansioliticos e ansiogénicos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Validar farmacologicamente um novo modelo comportamental
integrado  para  avaliar  comportamentos  relacionados  a
ansiedade/emocionalidade em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar os efeitos do tratamento agudo com os
benzodiazepinicos midazolam e clordiazepdxido;

¢ Verificar os efeitos do tratamento agudo com pentilenotetrazol;

e Verificar os efeitos do tratamento com clordiazepéxido em
repetidas exposigdes ao teste triplo;

e Compreender melhor o significado de cada um dos testes
comportamentais que compdem o teste triplo através de testes
farmacolégicos;

¢ Comparar a eficiéncia do teste triplo na investigacdo do efeito
de drogas que modulam a ansiedade com os testes individuais.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 317 ratos Wistar machos, entre 9 ¢ 11 semanas
de idade. Os animais foram criados em nosso laboratdrio, desmamados e
separados por sexo com trés a quatro semanas de idade, e mantidos em
gaiolas coletivas de polipropileno (5-6 animais por gaiola), com dgua e
comida disponiveis ad libitum, sob um ciclo claro/ escuro de 12: 12 h
(luzes acesas as 07:00h) e temperatura mantida a 22+#2°C. Os
experimentos 1 a 3 e 6 a 8 foram realizados entre 13:00h e 18:00h, e os
experimentos 4 e 5 entre 08:30h e 11:00h. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as orientagdes do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal local (CEUA/UFSC, Protocolo N"PP00191).

4.2 Aparatos Comportamentais
4.2.1 Campo Aberto (CA)

O aparato consiste em uma arena de madeira coberta com férmica
impermedvel possuindo uma drea de 100 x 100 cm, com o chdo branco,
dividido em 25 quadrados de 20 x 20 cm (linhas divisdrias pretas), 9
quadrados formam a drea central e 16 a drea periférica; as paredes,
também brancas, ttm 40 cm de altura. A luminosidade utilizada no
aparato durante os experimentos foi de 10 lux.

Figura 1. Campo Aberto utilizado nos experimentos.
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4.2.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O aparato € feito de madeira coberta com uma camada de férmica
preta, apresentando quatro bracos, sendo dois fechados e dois abertos,
distantes 52 cm do chdo. Os dois bragos fechados sdo opostos, medindo
50 cm de comprimento por 10 cm de largura, com paredes de 42 cm de
altura, formando uma cruz com os bracos abertos, os quais também
medem 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, sendo margeados
por um anteparo de 0,5 cm de altura e 0,1 cm de espessura (para evitar a
queda dos animais do aparato). Na intersecdo entre os bracos fechados e
abertos existe uma plataforma central medindo 13,5 x 10 cm que oferece
acesso a cada um dos quatro bragos. A luminosidade utilizada no
aparato durante os experimentos foi de 15 lux (medido a partir dos
bracos abertos do LCE).

Figura 2. Labirinto em Cruz Elevado utilizado nos experimentos.

4.2.3 Caixa Branca e Preta (CBP)

O aparato ¢ feito de madeira coberta com férmica e apresenta dois
compartimentos: um branco fortemente iluminado (750 lux), medindo
27x27x27 cm, cujo chio é dividido em 9 quadrados (9x9 cm); e outro
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preto iluminado com luz vermelha (20 lux), medindo 27x18x27 cm,
cujo chio é dividido em 6 quadrados (9x9 cm). Os dois compartimentos
sdo conectados por uma pequena abertura de 7x7 cm. Ambas as
lampadas de 40 W sdo localizadas 30 cm acima do piso do aparato.

Figura 3. Caixa Branca/Preta utilizada nos experimentos.

4.2.4 Teste Triplo

O Teste Triplo consiste na jungdo dos trés aparatos anteriormente
descritos, que se encontram conectados por aberturas localizadas nos
bracos fechados do LCE, no compartimento preto da CBP e uma
abertura central em uma das paredes do CA. O LCE encontra-se no
centro do teste triplo, servindo como conexdo entre o CA e a CBP.
Assim, no teste triplo temos o CA, onde uma de suas paredes encontra-
se conectada a um dos bracos fechados do LCE por uma abertura central
(10 cm de largura por 40 cm de altura) que permite livre acesso a todo o
labirinto e conseqiientemente a CBP. Na extremidade do outro brago
fechado do LCE ha uma abertura (10 x 7 cm) conectando-o a CBP. Essa
abertura encontra-se no centro de uma das paredes do compartimento
preto da caixa, e, oposta a essa, existe outra pequena abertura (7x7 cm)
ligando os dois compartimentos da CBP. O teste triplo estd disposto a 52
cm do chédo para que as caracteristicas aversivas dos bragos abertos do
LCE sejam mantidas. Os experimentos foram realizados em ambiente
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com baixa luminosidade, com o CA apresentando 10 lux, o LCE 15 lux
e a CBP 20 lux no compartimento preto e 750 lux no compartimento
branco.

Figura 4. Teste Triplo utilizado nos experimentos (Fonte: RAMOS, 2008).
4.3 Drogas

O clordiazep6xido (CDZ) (Centaur, India) foi suspenso em
metilcelulose 0,5% (MC 0,5%), como descrito previamente
(VENDRUSCOLO et al, 2003), e administrado intraperitonealmente (i.p.)
(2 ml/kg) 30 min antes do teste, nas doses de 0,5, 5 e 10 mg/kg. O grupo
controle recebeu um volume similar de MC 0,5%. O volume e o tempo
de inje¢do foram escolhidos com base em dois estudos anteriores
realizados para verificar o efeito do CDZ no LCE e na CBP em ratos
(CHAOULOFF, DURAND ¢ MORMEDE, 1997; PELLOW et al, 1985). As
doses foram escolhidas com base na eficdcia apresentada em trabalhos
anteriores, 5 mg/kg no CA e no LCE (CHAOULOFF, DURAND e
MORMEDE, 1997; PELLOW et al, 1985; VENDRUSCOLO er al, 2003), 10
mg/kg na CBP (CHAOULOFF, DURAND e MORMEDE, 1997) e 0,5
mg/kg (CRAWLEY, 1981). O midazolam (MDZ) (Cristalia, Brasil) foi
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dissolvido em salina (NaCl 0,9%) e administrado i.p. (1ml/kg) 30 min
antes do teste, nas doses de 0,1875, 0,375 e 0,750 mg/kg. O grupo
controle recebeu um volume similar de salina. O volume, a dose e o
tempo de tratamento foram baseados em um estudo prévio mostrando o
efeito ansiolitico desta droga em ratos no LCE (BERTOGLIO e
CAROBREZ, 2002). Devido ao menor nimero de grupos de tratamento
disponiveis neste experimento, o intervalo da dose foi ligeiramente mais
estreito do que foi usado no artigo citado (ou seja, de 0,187 a 0,75
mg/kg em vez de 0,125 a 1,0 mg/kg). O pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma
Aldrich, Alemanha) foi dissolvido em salina e administrado i.p. (2
ml/kg) nas doses de 10 e 20 mg/kg, 5 min antes do teste, como
previamente descrito em trés estudos com ratos (PELLOW er al, 1985;
CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; RAMOS et al, 1997), o grupo controle
recebeu um volume similar de salina.

4.4 Protocolos Experimentais
4.4.1 Experimento 1: Efeito do MDZ no Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do MDZ no
teste triplo. Assim, os animais receberam MDZ a 0,1875 mg/kg, 0,375
mg/kg, 0,750 mg/kg ou salina (NaCl 0,9%) e retornaram para sua
gaiola-moradia. Apés 30 min, cada animal foi posicionado no centro do
CA, onde poderiam explorar livremente o trés aparatos do teste triplo
(CA, LCE e CBP) por 15 min. Os seguintes pardmetros
comportamentais foram avaliados: locomocao central e periférica (com
as quatro patas) e o tempo no centro do CA, entradas e tempo gasto nos
bracos abertos e fechados do LCE, locomocdo e tempo gasto no
compartimento preto e branco e o nimero de transicdes da CBP. No
final de cada sessdo de teste, o aparato foi limpo com etanol 10 % e seco
com papel toalha. Os comportamentos foram registrados por trés
microcdmeras localizadas acima do aparato e monitorados por um
experimentador treinado através de um microcomputador em uma sala
adjacente. O experimentador ndo foi informado sobre o tratamento
aplicado a cada animal.
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4.4.2 Experimento 2: Efeito do CDZ no Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no
teste triplo. Assim, os animais receberam CDZ a 0,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia. Ap6s 30 min,
cada animal foi posicionado no centro do CA, onde poderiam explorar
livremente o trés aparatos do teste triplo por 15 min. Os pardmetros
comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a gravagcdo foi
realizada de acordo com o experimento 1.

4.4.3 Experimento 3: Efeito do PTZ no Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do PTZ no
teste triplo. Assim, os animais receberam PTZ a 10 mg/kg, 20 mg/kg ou
salina (NaCl 0,9%) e retornaram para sua gaiola-moradia. Apés 5 min,
cada animal foi posicionado no centro do CA, onde poderiam explorar
livremente o trés aparatos do teste triplo por 15 min. Os pardmetros
comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a gravagcdo foi
realizada de acordo com o experimento 1.

4.4.4 Experimento 4: Efeito do CDZ no CA

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no
CA isoladamente, ja que esta droga ndo apresentou o efeito ansiolitico
esperado no Teste Triplo. Assim, os animais receberam CDZ 0,5 mg/kg,
5 mg/kg, 10 mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia.
Ap6s 30 min, cada animal foi posicionado no centro do CA, onde foram
registrados locomogdo central e periférica (com as quatro patas) e o
tempo gasto no centro do CA durante 5 min. No final de cada sessdo de
teste, o aparato foi limpo com etanol 10 % e seco com papel toalha. Os
comportamentos foram gravados por uma microcimera localizada acima
do aparato e monitorados por um experimentador treinado através de um
microcomputador em uma sala adjacente. O experimentador nédo foi
informado sobre o tratamento aplicado a cada animal.
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4.4.5 Experimento 5: Efeito do CDZ na CBP

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ na
CBP isoladamente, ji que esta droga ndo apresentou o efeito ansiolitico
esperado no Teste Triplo. Assim, os animais receberam CDZ a 0,5
mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg ou MC 0,5%. Apds 30 min, cada animal foi
posicionado no compartimento branco da CBP, com a cabeca voltada
para a porta de acesso ao compartimento preto, onde foram testados por
5 min. Foram registrados a locomocdo e o tempo gasto nos
compartimentos preto e branco e o niimero de transi¢des. A limpeza do
aparato e gravacao foi realizada de acordo com o experimento 4.

4.4.6 Experimento 6: Efeito do Reteste nos Efeitos do CDZ no
Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ no
teste triplo em dois dias repetidos. No dia 1, os animais receberam CDZ
a 10 mg/kg ou MC 0,5% e retornaram para sua gaiola-moradia. Esta
dose de CDZ foi escolhida com base no experimento 2, onde apresentou
efeito ansiolitico na porcentagem de entradas e de tempo nos bragos
abertos do LCE. Apés 30 min, cada animal foi avaliado no teste triplo
por 15 min e ao término do periodo de teste, os animais voltaram para
gaiola-moradia. No dia 2, 24 h depois, os animais tratados com CDZ 10
mg/kg ou MC 0,5% receberam novamente 0s mesmos respectivos
tratamentos e, apés 30 min, foram submetidos ao teste triplo. Os
pardmetros comportamentais avaliados, a limpeza do aparato e a
gravacgdo foi realizada de acordo com o experimento 1.

4.4.7 Experimento 7: Efeito do CDZ em 4 Dias de Exposicdo
Repetida ao Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito do CDZ nos
animais expostos por quatro dias seguidos no teste triplo, sendo também
avaliado o efeito da exposi¢c@o prévia sem tratamento farmacolégico nos
efeitos do CDZ no dia seguinte, combinacdo estd ndo avaliada no
experimento 6. No dia 1, todos os animais receberam MC 0,5% e
retornaram para sua gaiola-moradia. Apds 30 min, cada animal foi
avaliado no teste triplo por 15 min. Ao término do periodo de teste os
animais voltaram para gaiola-moradia. Nos dias 2, 3 e 4, sempre 24 h
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depois do teste anterior, os animais que anteriormente receberam MC
0,5%, foram divididos em dois grupos. O grupo controle recebeu MC
0,5%, e o grupo tratado recebeu CDZ 10 mg/kg, e apés 30 min foram
avaliados no teste triplo. Os paradmetros comportamentais avaliados, a
limpeza do aparato e a gravacdo foi realizada de acordo com o
experimento 1.

4.4.8 Experimento 8: Efeito Cronico do CDZ no Teste Triplo

Este experimento foi realizado para avaliar o efeito cronico do
CDZ no teste triplo durante 20 dias. Todos os dias os animais receberam
CDZ 10 mg/kg ou MC 0,5%, e ap6s 30 min, cada animal foi avaliado no
teste triplo. Os pardmetros comportamentais avaliados, a limpeza do
aparato e a gravagao foi realizada de acordo com o experimento 1.

4.5 Andlise Estatistica

No experimento 1, 2, 3, 4 e 5 foi utilizado ANOVA de uma via
para o fator tratamento, seguido do teste post-hoc de Duncan. Nos
experimentos 6, 7 e 8 foi utilizado ANOVA de medidas repetidas para
os fatores tratamento e repeticdo, seguido do teste post-hoc de Duncan.
No experimento 7, de quatro dias de exposi¢do repetida ao Teste Triplo,
foi realizada andlise estatistica somente dos dias 2, 3 e 4 porque os
animais nio receberam tratamento com CDZ no dia 1. A média de
tempo total gasto pelos animais em cada aparato do teste triplo foi
analisada a partir dos dados obtidos no experimento 2 por ANOVA de
uma via (efeito de CDZ a 0, 0,5, 5 e 10 mg/kg). Todas as andlises foram
realizadas utilizando o programa Statistica® 8.0.
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5. RESULTADOS
5.1 Experimento 1: Efeito do MDZ no Teste Triplo

Os resultados do experimento 1 sdo ilustrados nas Figuras 5 e 6.
A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator
tratamento na % de entradas (Fg¢2=4,34; p<0,01) e na % de tempo
gasto (F362=3,73; p<0,05) nos bragos abertos e no nimero de entradas
nos bragos fechados (F ¢2)=4,46; p<0,01) do LCE. O teste post-hoc de
Duncan mostrou que somente a maior dose de MDZ de 0,75 mg/kg
aumentou a preferéncia pelos bracos abertos (p<0,01) e diminuiu as
entradas nos bragos fechados (p<0,05) do LCE. A ANOVA ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos experimentais, nos
pardmetros comportamentais avaliados no CA e na CBP.
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Figura 5. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de midazolam (MDZ
0,187, 0,375 ou 0,75 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais
foram medidas em uma sessdo de 15 min: locomog¢ao, % de locomog@o e tempo
no centro do CA, % de entradas e de tempo nos bragos abertos do LCE,
locomog@o, tempo no compartimento branco e transicdes da CBP. Barras e
linhas verticais representam a média £ EPM dos animais dos grupos tratados e
controle (n = 16-18). (**) Representa diferencga significativa entre os grupos
tratados e seu respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de
Duncan, p < 0,01).
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Figura 6. Comportamentos relacionados a locomocgdo de ratos Wistar machos
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de midazolam (MDZ
0,187, 0,375 ou 0,75 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais
foram medidas em uma sessdo de 15 min: locomogao periférica no CA, entradas
no fechado do LCE e locomoc¢@o no preto da CBP. Barras e linhas verticais
representam a média £ EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16-
18). (*) Representa diferenga significativa entre os grupos tratados e seu
respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p <
0,05).
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5.2 Experimento 2: Efeito do CDZ no Teste Triplo

Os resultados do experimento 2 sdo ilustrados nas Figuras 7 e 8.
A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator
tratamento na % de entradas (F60=5,98; p<0,01) e na % de tempo
gasto (F60=3,03; p<0,05) nos bracos abertos e nas entradas nos bragos
fechados (F(360=5,13; p<0,01) do LCE. O teste post-hoc de Duncan
mostrou que as doses de CDZ de 5 mg/kg e 10 mg/kg (p<0,05)
aumentaram a preferéncia pelos bragos abertos, e a dose de 10 mg/kg
diminuiu as entradas nos bragos fechados (p<0,01) do LCE. Na CBP a
ANOVA de uma via revelou efeito significativo para o fator tratamento
na locomog¢do no compartimento preto (F360=3,16; p<0,05), onde o
teste post-hoc de Duncan mostrou que os animais tratados com a dose
de CDZ de 10 mg/kg diminuiram a locomo¢do no compartimento preto
da CBP (p<0,05) em relacdo aos animais controle. A ANOVA nio
apresentou diferenca significativa entre os grupos experimentais, nos
pardmetros comportamentais avaliados no CA.
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Figura 7. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou diferentes doses de clordiazepéxido (CDZ
0,5, 5 e 10 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais foram medidas
em uma sessdo de 15 min: locomogdo, % locomogdo e tempo no centro do CA,
% de entradas e de tempo nos bracos abertos do LCE, locomogdo, tempo no
branco e transi¢des da CBP. Barras e linhas verticais representam a média +
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16). (¥), (**) Representam
diferencas significativas entre os grupos tratados e seu respectivo grupo
controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05; p < 0,01,
respectivamente).



30

—_ =
S 3
_|
_|

©
<

Locomocgao
periférica CA
D
i

w
2

o

0 05 5 10
CDZ (mg/kg)

40-

20

10

Entradas fechado
LCE

o

0 05 5 10
CDZ (mg/kg)
401

L T
301 .

204

10

Locomocgao preto
CBP

0 05 5 10
CDZ (mg/kg)

Figura 8. Comportamentos relacionados a locomocgdo de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou diferentes doses de clordiazepéxido (CDZ
0,5, 5 e 10 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais foram medidas
em uma sessdo de 15 min: locomogdo periférica no CA, entradas no fechado do
LCE, locomogdo no preto da CBP. Barras e linhas verticais representam a
média * EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 16). (¥), (*¥)
Representam diferengas significativas entre os grupos tratados e seu respectivo
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05, p <
0,01, respectivamente).
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5.3 Experimento 3: Efeito do PTZ no Teste Triplo

Os resultados do experimento 3 sdo ilustrados nas Figuras 9 e 10.
A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo para o fator
tratamento na locomogdo central (F;35=5,11; p<0,05) e periférica
(F2.35=20,83; p<0,001) no CA. O teste post-hoc de Duncan mostrou
uma diminui¢do na locomocdo periférica no CA dos animais tratados
com PTZ 20 mg/kg (p<0,001) em relacdo aos animais controle, € uma
diminui¢@o na locomogdo central no CA dos animais tratados com PTZ
10 mg/kg (p<0,05) e 20 mg/kg (p<0,01) em relacdo aos animais
controle. No LCE, a ANOVA de uma via revelou efeito significativo
para o fator tratamento nas % entradas (F35=9,.89; p<0,001) e %
tempo gasto (F35=7,82; p<0,01) nos bracos abertos, onde o teste post-
hoc de Duncan mostrou uma diminui¢do nas % de entradas nos bragos
abertos dos animais tratados com PTZ a 10 mg/kg (p<0,01) e 20 mg/kg
(p<0,001). Uma diminui¢do na % tempo gasto nos bracos abertos dos
animais tratados com PTZ 10 mg/kg (p<0,01) e 20 mg/kg (p<0,01)
também foi observada. Nas entradas nos bracos fechados do LCE, a
ANOVA também revelou um efeito do tratamento (F35=6,91;
p<0,01), onde o teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminuicao das
entradas nos bracos fechados dos animais tratados com PTZ 20 mg/kg
(p<0,01). Na CBP a ANOVA revelou efeito significativo para o fator
tratamento na locomoc¢do no compartimento branco (Fp3s5=4,02;
p<0,05) e nas transi¢des entre os compartimentos (F35=3,76; p<0,05),
onde o teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminui¢cdo nestes
parametros dos animais tratados com PTZ 20 mg/kg (p<0,05) em
relacdo aos animais controle.
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Figura 9. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de pentilenotetrazol (PTZ
10 ou 20 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais foram medidas
em uma sessdo de 15 min: locomog¢do, % locomogdo e tempo no centro do CA,
% de entradas e de tempo nos bracos abertos do LCE, locomogdo, tempo no
branco e transi¢des da CBP. Barras e linhas verticais representam a média +
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 11-13). (¥), (¥%) e (¥*¥)
Representam diferengas significativas entre os grupos tratados e seu respectivo
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,05, p <
0,01 e p< 0,001, respectivamente).
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Figura 10. Comportamentos relacionados a locomogdo de ratos Wistar machos
tratados com salina (NaCl 0,9%) ou diferentes doses de pentilenotetrazol (PTZ
10 ou 20 mg/kg) no teste triplo. As varidveis comportamentais foram medidas
em uma sessdo de 15 min: locomogdo periférica, entradas no fechado e
locomoc¢do no preto da CBP. Barras e linhas verticais representam a média +
EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 11-13). (¥*) e (**¥)
Representam diferengas significativas entre os grupos tratados e seu respectivo
grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan, p < 0,01 e p<
0,001, respectivamente).



34

5.4 Experimento 4: Efeito do CDZ no CA

Os resultados do experimento 4, que buscou avaliar se o CA ¢é
consistentemente sensivel as BDZs nas nossas condi¢des experimentais,
sdo ilustrados na Figura 11. A ANOVA de uma via ndo apresentou
efeitos significativos entres os grupos tratados em relacdo ao grupo
controle na locomocio central e periférica no CA. A ANOVA revelou
um efeito significativo para o fator tratamento no tempo gasto no centro
do CA (F328=4.95; p<0,01), enquanto o teste post-hoc de Duncan
mostrou uma diminui¢do do tempo gasto no centro do CA de todos os
grupos tratados em relacdo ao grupo controle.
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Figura 11. Comportamentos relacionados a ansiedade (azul) e a locomocdo
(escala de cinza) de ratos Wistar machos tratados com metilcelulose (MC) ou
diferentes doses de clordiazepéxido (CDZ 0,5, 5 ou 10 mg/kg) no CA. As
varidveis comportamentais foram medidas em uma sessdo de 5 min: locomocao
e % locomogao central, tempo no centro e locomocdo periférica no CA. Barras
e linhas verticais representam a média = EPM dos animais dos grupos tratados e
controle (n = 8). (*), (**) Representam diferencas significativas entre os grupos
tratados e seu respectivo grupo controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de
Duncan, p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente).
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5.5 Experimento 5: Efeito do CDZ na CBP

A ANOVA nio apresentou efeitos significativos entre os grupos
experimentais, para nenhum dos pardmetros comportamentais avaliados
na CBP (Figura 12).
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Figura 12. Comportamentos relacionados a ansiedade (azul) e a locomocio
(escala de cinza) de ratos Wistar machos tratados com metilcelulose (MC) ou
diferentes doses de clordiazep6xido (CDZ 0,5, 5 ou 10 mg/kg) na CBP. As
varidveis comportamentais foram medidas em uma sessdo de 5 min: locomogao
no branco e no preto, tempo no branco e transi¢des na CBP. Barras e linhas

verticais representam a média = EPM dos animais dos grupos tratados e
controle (n = 8).
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5.6 Experimento 6: Efeito do Reteste nos Efeitos do CDZ no Teste
Triplo

Os resultados do experimento 6 estdo ilustrados nas Figuras 13 e
14. A ANOVA nfo apresentou nenhuma interacdo entre o dia e o
tratamento nos parametros comportamentais avaliados no teste triplo.
No CA, a ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo
geral para o fator repeticdio com uma diminui¢do na locomocdo
periférica no CA no reteste em relag@o ao teste (F( 25=25,87; p<0,001),
e um aumento na % de locomocdo central no CA no reteste em relagdo
ao teste (F(;25=20,29; p<0,001). Um efeito significativo para o fator
tratamento também foi observado, sendo que os animais tratados com
CDZ apresentaram uma redugdo no tempo gasto no centro do CA no
teste e no reteste (F(j24=7,63; p<0,05). A ANOVA ndo apresentou
efeito significativo na locomocdo central no CA. No LCE, um efeito
significativo geral para o fator repeti¢do foi observado, com diminui¢do
na % de entradas (F(;25=27,93; p<0,001) e na % de tempo
(F(128=18,89; p<0,001) nos bragos abertos no reteste em relacdo ao
teste. Um efeito significativo para o fator tratamento também foi
observado, sendo que os animais tratados com CDZ apresentaram maior
% de entradas (F(25=12,28; p<0,01) e % de tempo (F(28=9.76;
p<0,01) nos bracos abertos em relagdo ao grupo controle. A ANOVA
ndo apresentou efeito significativo nas entradas e no tempo nos bragos
fechados do LCE. Na CBP, a ANOVA revelou um efeito significativo
geral para o fator repeticio, com um aumento do tempo gasto no
compartimento preto no reteste em relacdo ao teste (F(25=14,07;
p<0,001) (dados ndo mostrados), ndo foram observadas diferencas
significativas na locomo¢do no compartimento branco, no preto, no
tempo no compartimento branco e nas transicdes.
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Figura 13. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em dois
dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessdo de 15 min: locomog¢ao, % locomogao e tempo no centro
do CA, % de entradas e de tempo nos bragos abertos do LCE, locomocio,
tempo no branco e transicdes da CBP. Barras e linhas verticais representam a
média £ EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n = 15). (¥), (*¥)
Representam diferencas significativas entre o grupo tratado e o grupo controle
(p<0,05, p<0,01, respectivamente). (###) Representam um efeito geral de
repeti¢do com diferencas significativas entre o teste e o reteste (p<0,001).
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Figura 14. Comportamentos relacionados a locomogdo de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em dois
dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessdo de 15 min: locomocdo periférica no CA, entradas no
fechado do LCE, locomog¢do no preto da CBP. Barras e linhas verticais
representam a média £ EPM dos animais dos grupos tratados e controle (n =
15). (##H#) Representam um efeito geral de repeticio com diferencas
significativas entre o teste e o reteste (p<0,001).
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5.7 Experimento 7: Efeito do CDZ em 4 Dias de Exposicdo Repetida
ao Teste Triplo

Os resultados do experimento 7 estdo ilustrados nas Figuras 15 e
16. A ANOVA de medidas repetidas foi realizada somente para os dias
2, 3 e 4, pois no dia 1 todos os animais receberam metilcelulose. A
ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator
tratamento na locomogdo central (F(; 23=8,78; p<0,01) e na locomogao
periférica no CA (F(;2=28,57; p<0,001), com uma diminui¢do na
locomocdo nestas duas dreas do grupo tratado em relacdo ao grupo
controle. Um efeito significativo para o fator tratamento também foi
encontrado para o tempo gasto no centro do CA (F(; 25=12,73; p<0,01),
com o grupo tratado apresentando uma diminui¢do no tempo gasto no
centro em relacdo ao grupo controle. A ANOVA de medidas repetidas
revelou efeito significativo geral para o fator repeticdo na % de
locomogdo central no CA (Fy56=14,02; p<0,001). Adicionalmente, o
teste post-hoc de Duncan mostrou um aumento na % de locomocgdo
central no CA nos dias 3 e 4 em relacdo ao dia 2. No LCE, a ANOVA
de medidas repetidas revelou a presenca de interacdo entre os fatores
repeticdo e tratamento para a % de entradas (F(; 56=4,86; p<0.05) e % de
tempo (F2,56=3,30; p<0,05) nos bragos abertos. Os animais tratados nos
dias 3 e 4 exploraram mais os bracos abertos do que seus respectivos
controles. Um efeito significativo geral para o fator repeticio também
foi encontrado para o tempo gasto nos bragcos fechados do LCE
(F256=9,45; p<0,001). Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan
mostrou uma diminui¢do no tempo gasto nos bracos fechados nos dias 3
e 4 em relacdio ao dia 2 (dados ndao mostrados). A ANOVA nio
apresentou efeito significativo no nimero de entradas nos bragos
fechados do LCE. Na CBP a ANOVA revelou efeito significativo para o
fator tratamento com um aumento na locomocio (F(; 25=12,08; p<0,01)
e no tempo gasto (F(28=7,34; p<0,05) no compartimento branco e no
nimero de transi¢des (F( 28=9,45; p<0,01) do grupo tratado em relagdo
ao grupo controle. Um aumento na locomogdo (F; 23=9,77; p<0,01) e
no tempo gasto no compartimento preto (F, 25=17,81, p<0.001) (dados
nao mostrados) do grupo tratado em rela¢do ao grupo controle.
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Figura 15. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em
quatro dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessdo de 15 min: locomoc¢do, % locomog¢do e tempo no centro
do CA, % de entradas e de tempo no aberto do LCE, locomocgdo, tempo no
branco e transi¢cdes da CBP. A, o e linhas verticais representam a média + EPM
dos animais do grupo tratado e controle (n = 15). (*) e (**) Representam
diferencas significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (p < 0,05 e p <
0,01, respectivamente). (###) Representa um efeito geral de repeticio com
diferencas significativas dos dias 3 e 4 em relacdo ao dia 2 (ANOVA seguida do
teste post-hoc de Duncan, p<0,001). (+) e (+++) Representam o resultado do
teste post-hoc de Duncan com diferengas significativas entre o grupo tratado no
dia 3 e 4 e seus respectivos controles (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente).



42

1757 ' h

257

S
<

—
9
S
T
FEHECH
O
-

=
v
!
{ H
L1
*
*
*

Locomocao
periférica CA

507
257
0 T T T T
1 2 3 4
Dias
———metilcelulose
—4— CDZ 10mg/kg
407 oz
o ST .
T 30] B
S
2
g & 207
3
g
= 107
m
0 T T T T
1 2 3 4
Dias
——metilcelulose
—4—CDZ 10mg/kg
507
2
% 407
S 300 T
28 5
g 207
S
S 107
0 T T T T
1 2 3 4
Dias

Figura 16. Comportamentos relacionados a locomogdo de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em
quatro dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessdo de 15 min: locomogdo periférica no CA, entradas no
fechado do LCE, locomog¢do no preto da CBP. A, o e linhas verticais
representam a média = EPM dos animais do grupo tratado e controle (n = 15).
(**) e (***) Representam diferengas significativas entre o grupo tratado e o
grupo controle (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente).
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5.8 Experimento 8: Efeito Cronico do CDZ no Teste Triplo

Os resultados do experimento § estdo ilustrados nas Figuras 17 e
18. No CA a ANOVA de medidas repetidas revelou a presenga de
interacdo entre os fatores repeticdo e tratamento para a locomogdo
central (F(19342)=1,70; p<0,05). Os animais tratados do dia 7 se
locomoveram menos no centro do CA do que seu respectivo controle.
Um efeito significativo geral para o fator repeticio também foi
encontrado para a % de locomocdo central no CA (F(j9342=12,89;
p<0,05) e para a locomogdo periférica no CA (F(j9342=7,26; p<0,05).
Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan mostrou um aumento na %
de locomogao central no CA nos dias 2 a 20 em relacdo ao dia 1, e uma
diminuicdo na locomocao periférica no CA nos dias 2 a 20 em relagdo
ao dia 1. A ANOVA nio apresentou efeito significativo no tempo gasto
no centro do CA. No LCE, a ANOVA de medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator tratamento, com um aumento na % de
entradas (F(;15=7,66; p<0,05) e na % de tempo nos bragos abertos
(F1,18=7,58; p<0,05) do grupo tratado em rela¢do ao grupo controle.
Um efeito significativo geral para o fator repeticdio também foi
encontrado na % de entradas (F(j9342)=5,82; p<0,05) e na % de tempo
nos bracos abertos (F(j9342)=3,59; p<0,05). Adicionalmente, o teste post-
hoc de Duncan mostrou uma diminui¢io no dia 2 em relagdo ao dia 1, e
um aumento nos dias 13, 15 a 20 em relacdo ao dia 1 na % de entradas
nos bracos abertos, na % de tempo gasto nos bracos abertos ocorreu uma
diminuicdo no dia 2 em relagdo ao dia 1, e um aumento no dia 18 em
relacdo ao dia 1.

Foi observado também um efeito significativo geral para o fator
repeticdio nas entradas (F(j9342=2,26; p<0,05) e no tempo gasto
(F(19342/=1,88; p<0,05) nos bragos fechados do LCE. Adicionalmente, o
teste post-hoc de Duncan mostrou uma diminuicdo nas entradas nos
bragos fechados nos dias 2 a 5, 7 a 20 em relagdo ao dia 1, e um
aumento no tempo gasto nos bragos fechados nos dias 2, 12 a 14, 18 a
20 em relacdo ao dia 1 (dados ndo mostrados). Na CBP, a ANOVA de
medidas repetidas revelou efeito significativo geral do fator repeticdo no
na locomo¢do no compartimento branco (F9342=2,13; p<0,05), no
tempo gasto no compartimento branco (F(9361y=2,30; p<0,05), na
locomo¢do no compartimento preto (Fj9340=4,51; p<0,05) e nas
transicoes (F(19342=2,93; p<0,05). Adicionalmente, o teste post-hoc de
Duncan mostrou uma diminui¢do na locomog¢do no compartimento
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branco nos dias 10, 11, 17, 18 e 20 em relacdo ao dia 1, bem como, uma
diminui¢do no tempo gasto no compartimento branco no dia 20 em
relacdo ao dia 1. Foi observado também uma diminui¢ido na locomocgao
no compartimento preto nos dias 7 a 10, 12, 15 a 17, 19 e 20 em relacio
ao dia 1, e uma diminui¢do nas transi¢cdes nos dias 5, 7 a 12 e 15 a 20
em relacdo ao dia 1. No compartimento preto da CBP a ANOVA de
medidas repetidas também revelou um efeito significativo geral do fator
repeticio para o tempo gasto neste compartimento (F(j9342=2,52;
p<0,05). Adicionalmente, o teste post-hoc de Duncan mostrou um
aumento no tempo gasto no compartimento preto nos dias 2, 12 a 14, 18
a 20 em relacdo ao dia 1 (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Comportamentos relacionados a ansiedade de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em 20
dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessio de 15 min: locomogdo, % locomogao e tempo no centro
do CA, % de entradas e de tempo no aberto do LCE, locomog¢do, tempo no
branco e transi¢des da CBP. A, o e linhas verticais representam a média + EPM
dos animais do grupo tratado e controle (n = 12). (*) Representam diferencas
significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (p<0,05). ). (#)
Representam o resultado do teste post-hoc de Duncan com diferencas
significativas entre os dias de teste e o dia 1 (p<0,05). (+) Representam o
resultado do teste post-hoc de Duncan com diferengas significativas entre o
grupo tratado no dia 7 e seu respectivo controle (p < 0,05).
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Figura 18. Comportamentos relacionados a locomogdo de ratos Wistar machos
tratados com metilcelulose (MC) ou clordiazepéxido (CDZ 10 mg/kg) em vinte
dias de experimento no teste triplo. As varidveis comportamentais foram
medidas em uma sessdo de 15 min: locomocdo periférica no CA, entradas no
fechado do LCE, locomog¢do no preto da CBP. A, o e linhas verticais
representam a média £ EPM dos animais do grupo tratado e controle (n = 12).
(#) Representam o resultado do teste post-hoc de Duncan com diferencas
significativas entre os dias de teste e o dia 1 (p<0,05).
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5.9 Anadlise do Tempo Total em Cada Aparato do Teste Triplo

A ANOVA nio apresentou efeitos significativos entre os grupos
experimentais (CDZ a 0, 0,5, 5 ou 10 mg/kg) no tempo total gasto em
cada aparato do teste triplo. Os valores médios de tempo gasto (s) em
cada aparato foram: CA: 241,37 + 13,44, LCE: 332,85 £ 10,92, CBP:
260,89 + 15,27, ou seja, o tempo foi repartido entre os aparatos de forma
relativamente equilibrada, com pouco mais de 5 min sendo gastos no
LCE, por exemplo.
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6. DISCUSSAO

Existem vdrios testes descritos na literatura para medir
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores de laboratério
(LISTER, 1990; FILE, 1995; RAMOS e MORMEDE, 1998; LITVIN et al,
2008), que foram validados com base na semelhanca relativa das
respostas comportamentais, fisiolégicas e  farmacoldgicas
(principalmente através de compostos benzodiazepinicos) frente a
situacdes ameacadoras em roedores e seres humanos (PELLOW et al,
1985; LISTER, 1990; BLANCHARD et al, 2008) Entretanto, muitas dividas
ainda existem a respeito da relevincia clinica dos diferentes testes
comportamentais existentes (RAMOS e MORMEDE, 1998). Sabe-se que,
para uma avaliacdo mais completa do perfil emocional dos animais a
serem estudados, € interessante utilizar diferentes testes e medidas
comportamentais em uma mesma populacio (RAMOS et al, 1997).
Porém, o mesmo animal ndo pode ser testado a0 mesmo tempo em
diferentes testes comportamentais, situacio esta que gera um problema,
pois o perfil emocional do animal flutua ao longo do tempo (RAMOS e
MORMEDE, 1998; RAMOS, 2008). Para tentar resolver tal problema,
propomos a integracdo fisica de trés testes comportamentais de
ansiedade (o CA, o LCE e a CBP), que denominamos teste triplo.
Experimentos pilotos realizados em nosso laboratério sugeriram a
utilidade desse modelo integrado para estudos experimentais de
ansiedade (RAMOS et al, 2008). Baseados nestes dados, pretendeu-se
verificar os efeitos de trés drogas conhecidas por modular a ansiedade
(MDZ, PTZ e CDZ) no teste triplo.

No experimento 1, os ratos tratados com MDZ a 0,75 mg/kg
mostraram uma redugdo dos comportamentos relacionados a ansiedade,
através de um aumento na porcentagem de entradas e na porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos do LCE. Em contrapartida, nos bragos
fechados do LCE, esta dose provocou uma redu¢do no nimero de
entradas. Estes resultados sdo semelhantes aos experimentos realizados
por Bertoglio e Carobrez (2002), onde MDZ a 1,0 mg/kg aumentou a
porcentagem de entradas e de tempo nos bracos abertos e reduziu o
nimero de entradas nos bragos fechados do LCE. Nao foi encontrado
efeito significativo do MDZ sobre o comportamento exploratério de
ratos nas dreas potencialmente aversivas do CA e da CBP, em acordo
com o que foi mostrado por Chaouloff, Durand e Mormede (1997), onde
o DZ 0,75 mg/kg aumentou a porcentagem de tempo nos bragos abertos
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do LCE, mas ndo aumentou o tempo de permanéncia no compartimento
branco da CBP.

No experimento 2, o CDZ nas doses de 5 mg/kg e de 10 mg/kg
produziu efeito ansiolitico demonstrado pelo aumento na porcentagem
de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos do LCE.
Adicionalmente, a dose de 10 mg/kg também reduziu o nimero de
entradas nos bragos fechados do LCE e a locomoc¢ao no compartimento
preto da CBP, sugerindo efeito sedativo desta dose, semelhante aos
efeitos ansioliticos e sedativos do MDZ no LCE ji evidenciados
(BERTOGLIO e CAROBREZ, 2002). Neste experimento, o CDZ também
ndo teve efeito sobre os demais pardmetros avaliados no CA e CBP. Os
resultados apresentados até aqui demonstram a sensibilidade do teste
triplo a agentes ansioliticos. Para que um teste possa ser considerado um
modelo comportamental de ansiedade, o mesmo deve permitir a
mensuragdo de respostas quantitativas/qualitativas em animais e
responder a aplicacdo de drogas ansioliticas/ansiogénicas no mesmo
sentido em que estas drogas atuam em humanos (FILE, 1987).

No experimento 3, o PTZ demonstrou efeito em todos os aparatos
do teste triplo, diferentemente dos experimentos anteriores. O PTZ a 10
mg/kg demonstrou efeito ansiogénico, reduzindo a locomocao central no
CA, a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos do
LCE e o a locomo¢do no compartimento branco da CBP. Porém, esta
dose ndo afetou a locomogdo periférica no CA, as entradas nos bracos
fechados do LCE e o a locomogdo no compartimento preto da CBP. De
fato, o PTZ em doses subconvulsivantes induz ansiedade agindo sobre o
complexo receptor GABA-benzodiazepinico (PELLOW et al, 1985). Com
20 mg/kg, todavia, o PTZ reduziu todas as varidveis, com excecdo da
locomogdo no compartimento preto da CBP, o qual estd de acordo com
seus efeitos ansiogénicos e hipolocomotores encontrados em outros
estudos (PELLOW et al, 1985; CRUZ, FREI e GRAEFF, 1994; RAMOS et al,
1997). Curiosamente, o tratamento com o PTZ produziu efeito
ansiogénico em todos os aparatos do teste triplo, enquanto que o MDZ e
0o CDZ produziram efeito ansiolitico somente no LCE, sem alterar os
pardmetros avaliados no CA e na CBP.

A partir dos resultados apresentados nos experimentos 1 e 2, duas
hipéteses surgiram na tentativa de explicar a auséncia de efeito esperado
do MDZ e do CDZ no CA e na CBP: (1) o CA e a CBP, mesmo
individualmente, ndo sdo consistentemente sensiveis aos BDZs nas
nossas condicdes experimentais; (2) estes testes, individualmente,
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respondem consistentemente aos BDZs, mas quando fisicamente
combinados, eles mudam sua natureza e perdem a sensibilidade. Com o
intuito de testar essas hipéteses, investigamos o efeito do CDZ,
separadamente, no CA e na CBP, nas mesmas doses utilizadas nos
experimentos prévios (0,5, 5 e 10 mg/kg).

No CA, as trés doses de CDZ reduziram significativamente o
tempo gasto no centro em relacdo ao grupo controle e nenhum efeito
significativo foi observado na locomocio central do aparato, diferente
do efeito esperado, e em acordo com os dados mostrados pela revisdo de
Prut e Belzung (2003). Segundo estes autores, a administracio aguda de
agonistas de receptores BDZs, como por exemplo o diazepam (DZ), ndo
mostrou efeito ansiolitico no CA em 31 % dos trabalhos analisados,
enquanto outros 13 % mostraram efeito ansiogénico. Na CBP, nenhum
efeito significativo do CDZ foi observado no tempo e na locomog¢ao no
compartimento branco, também diferente do esperado, mas corroboram
dados da literatura, mostrando que ratos tratados com CDZ a 5 mg/kg
reduziram os comportamentos relacionados a ansiedade no LCE, mas
nao mudaram a aproximacdo da drea branca da CBP (CHAOULOFF,
DURAND e MORMEDE, 1997).

Tomados em conjunto, estes resultados no CA e na CBP estdo em
total acordo com os experimentos 1 e 2 e, portanto, apdiam a primeira
hipétese levantada, sugerindo que o CA e a CBP, individualmente, nao
sdo sensiveis aos BDZs, pelo menos em ratos, nas doses e nas condi¢des
experimentais utilizadas. Esta auséncia de sensibilidade do CA e da
CBP, mas ndo do LCE, ao CDZ, corrobora dados da literatura de que
diferentes testes de ansiedade medem diferentes caracteristicas
emocionais (LISTER, 1990; FILE, 1995; RAMOS et al, 1997; HOLMES et al,
2001), ou ainda, que sdo moderadamente relacionados um ao outro
(CHAOULOFF, DURAND e MORMEDE,1997). No entanto, dados da
literatura mostram efeito de compostos que modulam o complexo
receptor GABA/BDZ nos parametros observados no CA e na CBP.
Wislowska-Stanek e al. (2006) mostraram um aumento do
comportamento exploratério na drea central do CA em ratos tratados
com MDZ. Outro trabalho, realizado por Vendruscolo e colaboradores
(2003), mostrou que ratos da linhagem SHR tratados com CDZ ou com
NKP608, um antagonista de receptor NKP, se locomoveram mais e
gastaram mais tempo na drea central do CA do que seus respectivos
controles. Na CBP, a injecdo de muscimol, um agonista de receptor
GABA, no niicleo basolateral da amigdala de ratos, mostrou efeito
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ansiolitico, através de um aumento no tempo gasto no compartimento
branco em relagdo ao grupo controle (BUENO, ZANGROSSI JR e VIANA,
2005).

Em relacdo a CBP, alguns fatores podem explicar a auséncia de
efeitos ansioliticos na CBP nas nossas condi¢des. Primeiramente, a CBP
foi desenvolvida em camundongos, sendo amplamente utilizada nestes
animais (CRAWLEY e GOODWIN, 1980; CRAWLEY, 1981; HASCOET,
BOURIN ¢ DHONNCHADHA, 2001; TAKAO e MIYAKAWA, 2006). De
fato, as revisdes sobre CBP de Hascoét, Bourin e Dhonnchadha (2001) e
Bourin e Hascoét (2003) apresentam apenas trabalhos realizados com
camundongos. Além disso, todos os nove trabalhos apresentados por
Bourin e Hascoét (2003) com administragdo aguda de compostos BDZs
em camundongos mostraram efeito ansiolitico na CBP. Outro ponto a
ser considerado, € que a CBP para camundongos apresenta tipicamente a
dimensdo externa de 46x27x30cm, com algumas pequenas variagdes
apresentadas pela literatura (para revisdo ver BOURIN e HASCOET, 2003).
Em nosso estudo, realizado com ratos, a CBP apresenta 45x27x27cm,
sugerindo que ela seja muito pequena para os ratos, sendo uma possivel
explicacdo para a insensibilidade aos BDZs, ji4 que Bilkei-Gorzé,
Gyertydn e Lévy, (1998) mostraram que os ratos tratados com CDZ,
aumentaram o tempo de locomo¢do no compartimento branco em
relagdo ao grupo tratado com o ansiogénico mCPP, em uma CBP com
os compartimentos (branco e preto) medindo 39x 20x29 cm. Por outro
lado, um grupo de pesquisadores mostraram, o efeito ansiolitico do
muscimol no comportamento de ratos em uma CBP com as dimensdes
48x24x27cm (BUENO, ZANGROSSI JR e VIANA, 2005). Além disso,
Perez de la Mora et al. (2006) mostraram efeito ansiolitico do MPEP,
um antagonista de receptor de glutamato mGIuRS, no comportamento
de ratos em uma CBP de 45x27x27cm.

Estudos mostram que a pré-exposicdo de roedores ao LCE, altera
a sua resposta comportamental e farmacoldgica na re-exposi¢ido neste
aparato (FILE, 1990; HOLMES et al, 2001; CAROBREZ ¢ BERTOGLIO,
2005). File (1990) mostrou que uma simples experiéncia sem droga no
LCE reduz significativamente o efeito ansiolitico do CDZ em
camundongos. Desta maneira, foi avaliada a resposta comportamental e
farmacolégica ao CDZ em testes repetidos no teste triplo. Para isto, trés
experimentos foram realizados: (1) Efeito do reteste nos efeitos do CDZ
no teste triplo (Experimento 6), (2) Efeito do CDZ em quatro dias de
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exposicao repetida ao teste triplo (Experimento 7) e (3) Efeito cronico
do CDZ (Experimento 8).

No experimento 6, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg
aumentaram a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bracos
abertos do LCE em relag¢do ao grupo controle no teste e no reteste. Esses
resultados mostram uma auséncia de one trial tolerance (OTT) no teste
triplo. Esse fendmeno se caracterizaria por uma reducfo das entradas
nos bragos abertos e uma perda da eficicia dos BDZs a partir de uma
segunda exposi¢do ao LCE (FILE e ZANGROSSI JR, 1993; CAROBREZ ¢
BERTOGLIO, 2005; ALBRECHET-SOUZA, BORELLI E BRANDAO, 2008).
Na literatura foram descritas algumas situacdes experimentais onde nio
ocorre OTT na re-exposi¢do ao LCE, quando se utiliza uma dose
amnésica de CDZ (75 mg/kg) (FILE et al, 1990), quando a sessdo de
teste/ reteste é aumentada para 10 min (FILE et al, 1993), quando a sessdo
de teste € reduzida a 1 min de duragdo (DAL-COL er al, 2003) e quando se
introduz uma nova situacdo de conflito para o animal (PEREIRA er al,
1999; ANDREATINI, VITAL e SANTOS, 2003).

A dose amnésica de CDZ nido seria o motivo para a auséncia de
OTT apresentada neste experimento, pois a dose de 10 mg/kg de CDZ
utilizada é 7,5 vezes menor que a dose amnésica utilizada por File e
colaboradores em 1990. Em relagdo a questdo citada anteriormente, de
sessOes de teste e de reteste de 10 min terem revelado uma auséncia de
OTT (FILE et al, 1993), nés realizamos a andlise do tempo total que os
animais ficam em cada aparato do teste triplo (conforme mostrado no
item 5.9), e verificamos que apesar dos animais no experimento
analisado passarem mais tempo no LCE, esse tempo ndo chega a
completar 10 min, com os animais passando apenas 5 min e meio no
LCE. O que nio justificaria a auséncia de OTT neste aparato dentro do
teste triplo. Portanto, este dado considerado isoladamente nao
justificaria a auséncia de OTT neste aparato dentro do teste triplo
Entretanto, estudos futuros com uma sessdo de apenas 5 min no
protocolo de teste e reteste no teste triplo poderdo avaliar melhor essa
questao.

Outro ponto a ser considerado é que apesar dos animais, em 15
minutos, terem a possibilidade de visitar todos os trés aparatos, esse
tempo, talvez, ndo seja o suficiente para que eles adquiram uma
aprendizagem aversiva. Segundo dados da literatura, a ocorréncia de
OTT poderia ser explicada também por uma aprendizagem aversiva,
referente ao perigo inerente aos bracos abertos, adquirida na primeira
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exposicdo ao LCE, reduzindo a exploragdo nos bracos abertos em
exposicdes subseqiientes (RODGERS e SHEPHERD, 1993; RODGERS et
al, 1995; BERTOGLIO e CAROBREZ, 2000; BERTOGLIO e CAROBREZ,
2002; VARGAS, CUNHA e ANDREATINI, 2006; ALBRECHET-SOUZA et
al, 2007). Entretanto, a diminui¢do na atividade exploratdria nos bragos
abertos do grupo controle no reteste em relacdo ao teste (Experimento
6), sugere a aquisicdo de algum tipo de aprendizagem aversiva aos
bragos abertos por estes animais. Portanto, os resultados sugerem que a
integracdo fisica dos trés aparatos (CA, LCE, CBP) introduz uma
situacdo de conflito para os ratos na re-exposicdo ao LCE, em acordo
com os experimentos realizados por Andreatini et al. (2003), que
modificaram o protocolo de teste/reteste ao introduzir no reteste um
objeto desconhecido no brago aberto ou alimento dentro do ambiente
experimental e, portanto, mantendo o conflito aproximacio/esquiva.
Adicionalmente, a introdug¢do de estimulos aversivos nos bracos
fechados como, luz de 100W e vento quente, na primeira exposiciao ao
LCE, permitiu a manifestacdo do efeito ansiolitico do CDZ na segunda
exposi¢ao ao aparato (PEREIRA et al, 1999).

O fenémeno de OTT indica auséncia do conflito
aproximacgdo/esquiva no reteste (RODGERS e SHEPHERD, 1993;
BERTOGLIO e CAROBREZ, 2003). Desta maneira, o conflito é
progressivamente resolvido a medida que o animal se familiariza com o
aparato e, consequentemente, conhecendo o perigo inerente dos bracgos
abertos do LCE, deixando de explori-los no reteste (BERTOGLIO e
CAROBREZ, 2003; ALBRECHET-SOUZA et al, 2007; ROY et al, 2009).
Estudos mostram que o animal tende a diminuir a exploragcdo dos bracos
abertos ja nos ultimos minutos da primeira exposicdo ao aparato
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005), mostrando portanto, uma
aprendizagem aversiva rapida aos bracos abertos (HOLMES e RODGERS,
1998).

Pode-se sugerir também, que esse conflito presente no teste triplo
na re-exposicdo, seja resultado de um possivel cardter aversivo gerado
pelo CA e pela CBP no final dos bragos fechados do LCE, em acordo
com o experimento realizado por Pereira et al. (1999) descrito acima.
Assim, segundo o trabalho realizado por Costall et al. (1989), a
luminosidade de 400 lux no compartimento branco da CBP, foi
suficientemente aversiva para reduzir o tempo gasto, oS rearings € a
locomocdo neste compartimento. Outro trabalho, realizado por
Chaouloff, Durand e Mormede (1997) mostrou que diferencas
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marcantes na intensidade de luz entre os compartimentos branco e preto
(700 lux/7 lux) da CBP reduzem o nimero de entradas de ratos no
compartimento branco, prejudicando o efeito ansiolitico do DZ e do
CDZ. O compartimento branco da CBP utilizada em nossos
experimentos apresenta luminosidade de 750 lux, portanto,
supostamente bastante aversivo. Além disso, o compartimento preto da
CBP que utilizamos apresenta a luminosidade de 20 lux, o que também
¢ bastante contrastante com a luminosidade do compartimento branco,
podendo interferir também na atividade no compartimento branco
conforme j4 descrito. Estes fatores talvez explicariam a auséncia de
efeito do CDZ na CBP nas nossas condic¢des, diferentemente do trabalho
realizado por Bueno, Zangrossi Jr e Viana (2005), que mostraram efeito
ansiolitico do muscimol sob o comportamento de ratos em uma CBP
com a luminosidade do compartimento branco de apenas 60 Ilux.
Experimentos futuros poderdo ser realizados em nosso laboratdrio, para
avaliar o comportamento de ratos no teste triplo com uma luminosidade
na CBP menos contrastante e também menos aversiva. No CA, a
auséncia de paredes na regido central do aparato o torna mais aversivo,
devido a baixa possibilidade de realizar tigmotaxia (VALLE, 1970;
TREIT et al, 1993). Ou ainda, podemos sugerir, que este conflito presente
na re-exposi¢do seja resultado da complexidade representada pela
integracdo dos trés aparatos.

No CA ocorreu uma diminui¢do na locomogdo periférica no
reteste em relacdo ao teste. Isso pode sugerir a ocorréncia de um
processo de habituacdo neste aparato com a repeti¢do. Segundo Platel e
Porsolt (1982), usualmente, a exposi¢do repetida a um novo ambiente
pode levar a habituagdo da resposta comportamental, normalmente
indicada por uma reducdo na atividade global. Nenhum efeito foi
encontrado na locomocdo central do aparato, apenas um aumento na
porcentagem de locomocao central no CA no reteste em relacdo ao teste,
0 que vai contra a hipétese citada anteriormente de aversdo gerada pelo
CA dentro do teste triplo. Adicionalmente, nenhum efeito de tratamento
foi observado nas duas sessdes. Pelo contrario, os animais tratados
reduziram o tempo no centro do CA tanto no teste quanto no reteste,
concordando com a total auséncia de efeito ansiolitico do CDZ
demonstrada nos experimentos anteriores com somente uma sessdo de
teste no CA individualmente.

Em relacdio a CBP, ocorreu um aumento do tempo gasto no
compartimento preto (dados ndo mostrados) no reteste em relacdo ao
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teste, mas nenhum efeito do tratamento foi observado. Nenhum efeito
foi observado também na locomocdo no compartimento branco e no
preto, no tempo gasto no compartimento branco e nas transi¢des na
CBP. Segundo Bourin e Hascoét (2003) as transi¢cdes foram relatadas
como um indice de atividade exploratéria, por causa da habituacdo ao
longo do tempo, e o tempo gasto em cada compartimento como um
reflexo de aversdo. Deste modo, o aumento do tempo gasto no
compartimento preto no reteste reforca a seguranga que este
compartimento representa para 0Os animais, ao contrdrio do
compartimento branco que ¢é bastante aversivo devido a alta
luminosidade. Drogas ansioliticas aumentam a locomocdo e o tempo
gasto no compartimento branco (IMAIZUMI et al, 1994), 0o que ndo
aconteceu neste experimento, evidenciando novamente a total auséncia
de efeito ansiolitico do CDZ na CBP. Todos esses resultados
corroboram dados da literatura que demonstram a ineficdcia dos BDZs
na re-exposi¢éo, no teste four-plate (HASCOET, BOURIN E COUETOUX
DU TERTRE, 1997), na esquiva ao odor de gato (MCGREGOR e
DIELENBERG, 1999) e na CBP (HOLMES et al, 2001). Particularmente no
caso do CA e da CBP, a ineficicia do CDZ ndo aparece sé na re-
exposicdo, mas também na primeira exposicao, reforcando a hipdtese de
que esses testes ndo sdo, consistentemente, sensiveis aos efeitos dos
BDZs nas nossas condi¢gdes experimentais e que ndo avaliam 0os mesmos
fendmenos psicobioldgicos que o LCE (RAMOS, 2008).

No experimento 7, os ratos tratados com CDZ a 10 mg/kg
aumentaram gradualmente a porcentagem de entradas e de tempo gasto
nos bragos abertos do LCE em relacdo aos seus respectivos controles no
terceiro e quarto dias, mostrando auséncia de OTT nestes dias. No
entanto, no dia 2, que foi o primeiro dia em que os animais receberam o
tratamento com CDZ, nao observamos efeito ansiolitico deste
tratamento e, portanto, houve a ocorréncia de OTT neste dia. Este
resultado estd de acordo com File (1990), que demonstrou que uma
simples experiéncia sem droga no LCE pode reduzir significativamente
o efeito ansiolitico do CDZ em camundongos. Entretanto este resultado
¢ intrigante, pois no experimento anterior (Experimento 6) o CDZ a 10
mg/kg mostrou efeito no primeiro e no segundo dia e, aqui, somente no
terceiro e quarto dias. Isto sugere que a presenca de efeito ansiolitico aos
BDZs em exposicdes repetidas no teste triplo, dependa da condicio de
receber a administragdo da droga desde o primeiro dia. O conflito
aproximagdo/esquiva parece existir para os grupos tratado e controle
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desde o primeiro dia, porém a presenca do conflito parece nio ser a
unica condicao para que a droga faca efeito na re-exposi¢ao.

Nenhum efeito foi encontrado nas entradas nos bracos fechados,
somente no tempo gasto nos bragos fechados (dados ndo mostrados),
que apresentou uma diminui¢do nos dias 3 e 4 em relagdo ao dia 2,
sugerindo que os bragcos fechados possivelmente estejam adquirindo
algum cardter aversivo, possivelmente ocasionado pela presenca do CA
e da CBP ao final dele, como observado no trabalho realizado por
Pereira et al. (1999), que associaram estimulos aversivos aos bragos
fechados, impedindo o surgimento do fendmeno de OTT. Os resultados
apresentados nos bracgos abertos demonstram que a auséncia de OTT no
teste triplo ocorre também em quatro dias de exposi¢do repetida ao
aparato, sugerindo que o conflito aproximacdo/esquiva se mantém no
teste triplo mesmo apds quatro exposicdes repetidas.

No CA observamos uma diminui¢do na locomocéo periférica do
grupo tratado em relagdo ao grupo controle, sugerindo a ocorréncia de
um processo de habituacdo, conforme mostrado neste aparato no
experimento 6. Entretanto, ocorreu um aumento na porcentagem de
locomocido central no terceiro e quarto dias em relagdo ao dia 2, indo
contra a hipétese de aversdo gerada por este aparato, conforme
observado também no experimento 6. Ocorreu uma reducdo na
locomocdo central € no tempo gasto no centro do grupo tratado em
relacdo ao grupo controle. A auséncia de efeito do CDZ observada,
concorda novamente com a hipdtese de baixa sensibilidade do CA aos
BDZs.

Na CBP, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg aumentaram a
locomogdo, o tempo gasto no compartimento branco e as transi¢des a
partir do segundo dia, diferentemente dos experimentos anteriores e dos
experimentos realizados por Holmes et al (2001), onde o CDZ nao
aumentou a porcentagem de locomog¢do e do tempo gasto no
compartimento branco de camundongos re-expostos a CBP. Este
resultado parece controverso quando comparado aos demais resultados
da CBP obtidos tanto individualmente (Experimento 5) quanto a partir
do teste triplo (Experimento 2 e 6). Este fato poderia ser explicado por
duas hipéteses: (1) A CBP estaria originando um conflito
aproximagao/esquiva a partir de um determinado nimero de exposi¢des
ao aparato e, portanto, se tornando sensivel aos BDZs apds alguns testes
repetidos; (2) talvez a luminosidade supostamente muito aversiva do
compartimento branco da CBP necessita de um grau de habituacdo do
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animal; (3) inconsisténcia no resultado. Caso a primeira hipotese
estivesse correta, seria confirmada através da manifestagdo de um
mesmo perfil de resposta comportamental dos animais na CBP no
experimento cronico (Experimento 8, abaixo). Ja a segunda hipétese,
requer a realizacdo de outros experimentos com uma luminosidade
menos aversiva. De outra maneira, poderia se tratar de uma
inconsisténcia no resultado, ou seja, de um falso positivo.

De fato, dados farmacolégicos envolvendo diferentes testes de
ansiedade sdo frequentemente inconsistentes ao longo dos estudos
(RAMOS, 2008). Isso ocorre devido a possiveis variacdes no background
genético dos animais, no protocolo experimental e no ambiente de teste
(WAHLSTEN et al, 2006). Como exemplo de variacdo ambiental, Bourin
et al. (2007) demonstraram que os testes animais de ansiedade sio
bastante suscetiveis a mudancgas climdticas, apesar de serem realizados
nas mesmas condicdes experimentais.

Segundo Chaouloff, Durand e Mormede (1997), dados da
literatura mostram que os BDZs podem aumentar a locomogdo e o
tempo no compartimento branco, diminuindo ao mesmo tempo, ou néo,
a exploracdo no compartimento preto. De fato, ocorreu também um
aumento na locomogdo e no tempo gasto no compartimento preto (dado
nao mostrado) do grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Esses
resultados em conjunto, apontam para um aumento da atividade
exploratéria geral na CBP.

No experimento 8, os ratos tratados com CDZ 10 mg/kg
aumentaram a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos
abertos do LCE em relagdo ao grupo controle durante os 20 dias de
teste, ou seja, houve uma auséncia total de OTT. Nos bragos fechados
ocorreu uma redu¢@o no nimero de entradas em boa parte dos dias em
relacdo ao dia 1, sugerindo a ocorréncia de habituagdo ao longo dos
dias. No CA, ocorreu uma reducio na locomogao periférica nos dias 2 a
20 em relacdo ao dia 1, também concordando com a hipdtese de
habituag¢do. Os ratos tratados com CDZ no dia 7 mostraram uma
diminuicdo na locomogdo central em relacdo ao seu respectivo grupo
controle e nenhum efeito foi observado no tempo gasto no centro do
aparato, isso mostra a baixa sensibilidade do CA as BDZs nas nossas
condi¢des, e estd em acordo com a revisdo de Prut e Belzung (2003),
onde encontraram efeito ansiolitico de tratamentos agudos e cronicos,
com CDZ e MDZ no CA em apenas metade dos estudos analisados.
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Na CBP, houve uma reducio na locomoc¢ido no compartimento
branco e no preto, e no nimero de transicdes na maioria dos dias em
relacdo ao dia 1, sugerindo habituagcdo. Nenhum efeito do tratamento foi
observado na CBP, evidenciando a auséncia de efeito do CDZ neste
aparato também neste experimento. O efeito geral de repeti¢do
apresentados no CA e na CBP nio seguem um padrao gradual de
aumento ou diminui¢do dos parametros avaliados ao longo dos dias,
esse fator juntamente com a auséncia de efeito do CDZ nestes aparatos,
apéia mais ainda a hipitese de insensibilidade destes testes
comportamentais as BDZs, nas nossas condi¢des experimentais. A
auséncia de efeito ansiolitico do CDZ na CBP em vinte dias de
exposicao repetida sugere a ocorréncia de um resultado falso positivo
nos parmetros avaliados na 4rea aversiva da CBP no experimento
anterior (Experimento 7). Conforme o perfil comportamental
apresentado nos Experimentos 6 ¢ 7, o LCE mostra um padrdo gradual
de aumento na porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos
dos animais tratados com CDZ a 10 mg/kg sugerindo a manuten¢do do
conflito aproximacdo/esquiva também ao longo dos 20 dias de
exposicdo, apontando o teste triplo como uma ferramenta promissora
também para avaliacdo dos efeitos de tratamentos cronicos. Além de
permitir avaliar diferentes aspectos da emocionalidade simultaneamente,
evitando os efeitos da experiéncia prévia, das manipulagdes e intervalos
entre os testes, conforme ocorre em baterias de testes.

A auséncia de efeito do CDZ no CA e na CBP, neste
experimento, corrobora os resultados apresentados nos experimentos 1,
2,4, 5, 6 e parcialmente os resultados do experimento 7, além de sugerir
que os testes do CA e da CBP talvez ndo obedecam aos critérios
classicos de comportamentos relacionados a ansiedade, reforcando
dados ja existentes (LISTER 1990; FILE 1995; Ramos et al,1997; HOLMES
et al, 2001). De fato, os testes podem ser mais apropriados para um tipo
de transtorno de ansiedade do que para outro (BOURIN er al, 2007).

O presente estudo demonstra que o teste triplo prové indices
relacionados a ansiedade, pois responde a agentes ansioliticos, como o
MDZ e o CDZ, e a agentes ansiogé€nicos, como o PTZ. Também prové
indices relacionados a locomog¢do, os quais foram influenciados por
alguns dos tratamentos apresentados. A integracdo dos trés aparatos
(CA, LCE e CBP) com diferentes significados psicobiolégicos provoca
uma resposta emocional nos animais na re-exposi¢do ao LCE diferente
daquela que acontece na re-exposi¢do no LCE tradicional. Porém, ainda
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ndo € possivel caracterizar, exatamente, o tipo de perfil emocional
apresentado pelos animais no teste triplo.

Em suma, estes dados apontam o teste triplo como uma
ferramenta promissora na avaliacdo de drogas ansioliticas administradas
de forma aguda e cronica. O efeito ansiolitico do CDZ, demonstrado
através do aumento na exploracdo das dreas aversivas do LCE pelos
animais tratados também em exposi¢cdes repetidas, sugere a introducdo
de um conflito na re-exposicdo ao teste triplo, talvez devido a
complexidade deste aparato e, ndao devido a um tempo aumentado que
os animais ficariam no LCE, conforme demonstrado na andlise do
tempo total em cada aparato. A auséncia de efeito do MDZ e do CDZ no
CA e na CBP, individualmente e no teste triplo, indicam que, nas
condicdes experimentais utilizadas, os testes comportamentais (CA,
LCE, CBP) avaliam diferentes caracteristicas emocionais, ou ainda, que
0 CA e a CBP ndo sio consistentemente sensiveis aos BDZs em ratos.

Por fim, a validagado do teste triplo traz como perspectivas futuras,
tracar um perfil emocional completo dos roedores neste novo teste,
tornando necessdrios estudos envolvendo a avaliagdo com outros graus
de luminosidade de acordo com dados da literatura (por exemplo um CA
fortemente iluminado), e com o tempo de 5 min no protocolo de teste e
reteste. A avaliacdo minuto a minuto do comportamento dos animais
dentro de cada sessdo e entre as sessdes de teste, 0 que permitird
verificar as estratégias comportamentais adotadas pelos animais ao
longo do tempo. A andlise dos comportamentos de avaliacdo de risco e
como eles acontecem diante de situacdes potencialmente aversivas
(BLANCHARD er al, 1993), que permitird verificar se a integracdo fisica
dos trés aparatos (CA, LCE e CBP) provoca algum tipo de mudanca no
perfil deste comportamento em comparagdo a cada um dos trés aparatos
na forma tradicional.

Verificar o nivel de corticosterona plasmatica nos animais durante
o teste, pois o aumento de corticosterona no plasma acontece nos
roedores durante rea¢des de medo, como acontece na exposicao ao LCE
tradicional (PELLOW er al, 1985). Assim, ajudard a identificar as
situacdes estressoras para os animais dentro do teste triplo. Estudos com
drogas que prejudicam e facilitam a aprendizagem e a memdria para
verificar como se desenvolve o processo de aprendizagem e memoria
dos animais diante da complexidade do teste triplo. Estudos com outras
classes de drogas utilizadas na clinica para o tratamento dos transtornos

7

de ansiedade, com o objetivo de verificar se este aparato € sensivel
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também a estes compostos. E, finalmente, é de grande importancia
avaliar a neurobiologia dos comportamentos relacionados a ansiedade
no teste triplo.
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7. CONCLUSAO

A sensibilidade do teste triplo aos ansioliticos benzodiazepinicos,
midazolam e clordiazep6xido, bem como, ao ansiogénico
pentilenotetrazol, tornam este novo paradigma uma ferramenta
promissora para avaliacio de drogas ansioliticas sob o tratamento agudo
e cronico. A auséncia de efeito das BDZs no CA e na CBP nas nossas
condi¢des experimentais, indicam que os testes comportamentais
apresentam diferentes significados psicobiolégicos e/ou que estes dois
aparatos nao sdo consistentemente sensiveis as BDZs em ratos.

O teste triplo poderd proporcionar uma melhor compreensio do
estado emocional dos roedores, do significado dos testes envolvidos e
do fendmeno de one trial tolerance. Todavia, a investigacdo futura de
mais parametros etolégicos e com diferentes classes de drogas é
necessdria a fim de se complementar a validacdo deste novo paradigma
e desvendar o significado psicobiolégico do teste triplo.
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